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Le TGFj3 est une cytokine anti-inflammatoire impliquée dans plusieurs types de cancer. 
Il joue le rôle à la fois de suppresseur de tumeurs et d'oncogène. En effet, selon le stade 
de progression de la tumeur, il peut avoir un effet protecteur ou promoteur de la 
tumorigénèse. Les mécanismes par lesquels le TGFj3 exerce ses fonctions dans la 
carcinogénèse ne sont pas bien compris. Il est important d'élucider ces mécanismes afin 
de pouvoir développer de nouveaux traitements permettant de contrer les effets 
tumorigénique de ce facteur de croissance. 
Le TGFj3 interagit avec une panoplie de facteurs au cours de son processus de 
maturation et d'activation. On compte parmi eux la furine, la plasmine, la 
thrombospondine, les intégrines et les métalloprotéases. Toutes ces molécules peuvent 
être impliquées dans les processus néoplasiques. L'étude du rôle de leurs interactions 
dans la tumorigénèse permettrait de mieux comprendre les effets du TGFj3. 
Une des cibles importantes de l'étude des interactions entre le TGFj3 et les acteurs de son 
processus de maturation et d'activation est la convertase de proprotéine furine. Cet 
enzyme est responsable de la maturation de plusieurs substrats impliqués dans le cancer 
tels que le TGFj3, le VEGF, le PDGF, la MTI-MMP et l'IGF-1. La maturation de tous 
ces composés favorise le développement des tumeurs et des métastases en augmentant la 
prolifération des cellules tumorales, leur capacité d'invasion et l'angiogénèse au cœur 
des tumeurs solides et des métastases. Le TGFP étant un susbtrat important de la furine, 
le but de ce projet est de caractériser le rôle de la maturation du TGFP par la furine dans 
la tumorigénèse. 
Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle in vitro de cellules cancéreuses humaines, les 
HTI 080, et un modèle in vivo de progression tumorale chez les souris nu/nu. Nous 
avons déterminé par différentes techniques telles que la zymographie, les essais 
d'adhésion, les essais d'invasion sur matrice de collagène de type IV, les essais de 
motilité, l'incorporation de thymidine tritiée et le PCR quantitatif en temps réel, que la 
maturation du TGFP par la furine a un effet protecteur dans les phases précoces du 
développement tumoral et promoteur sur le développement plus tardif du cancer. 
En fait, la maturation du TGFP par la furine permet de maintenir des concentrations plus 
élevées de TGFP bioactif dans l'environnement tumoral. Ceci permet l'inhibition de la 
prolifération cellulaire. Toutefois, cette forte présence de TGFP au niveau de la tumeur 
induit, par l'augmentation de l'adhésion et de la motilité cellulaire, la migration de type 
amoeboïde observée dans plusieurs stades de la tumorigénèse dont la dissémination 
lymphatique et l'extravasation. De plus, par la production de MMP-2 active et la 
formation d'invadopodes, le TGFP induit la migration de type mésenchymal surtout 
observée au début de l'invasion tumorale et au cours du processus d'intravasation. Par 
ailleurs, il nous a été impossible de déterminer le rôle exact de la maturation du TGFP 
par la furine sur l' angiogénèse, un facteur important dans le maintien des tumeurs 
solides volumineuses et des métastases. En fait, globalement, elle semble favoriser 
l'angiogénèse par l'expression de la furine et du VEGF, l'activation de la MTI-MMP et 
la maturation de la MMP-2, tous des facteurs pro-angiogéniques. Elle permet aussi 
l'induction de l'expression de P AI-1 qui est plutôt un facteur anti-angiogénique. 
À l'aide d'un système de reconstitution de l'activité du TGFP chez les cellules dont la 
furine est inhibée, nous avons déterminé que le TGFP est fortement responable des effets 
de la furine sur la tumorigénèse et ce, à plusieurs niveaux. Il est responsable de l'effet 
de la furine sur la prolifération, la production de MMP-2, l'invasion, le phénotype 
cellulaire et la transition d'une migration de type mésenchymal à une migration de type 
amoeboïde. Il est également partiellement impliqué dans le rôle de la furine sur la 
formation des invadopodes et la motilité cellulaire. Par contre, pour ces deux derniers 
processus et au niveau de l'adhésion cellulaire, d'autres substrats de la furine semblent 
nécessaire pour qu'elle accomplisse ses fonctions. 
Mots clés : TGFp, furine, tumorigénèse, invasion cellulaire, prolifération cellulaire 
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1. 1 Le Transforming Growth Factor beta 
Dans les années 1970, le Dr Holley a émis l'hypothèse que les cellules transformées 
requièrent moins de facteurs de croissance et d'hormones que les cellules normales 
(Holley, 1975). Cette hypothèse a conduit à l'élaboration de la théorie de la sécértion 
autocrine selon laquelle les cellules transformées peuvent s'autostimuler en sécrétant 
leurs propres facteurs de croissance et en y répondant par la présence de récepteurs 
spécifiques à leur surface (Spom et Todaro, 1980). 
Dans ces mêmes années, une équipe de recherche a démontré que des cellules 
transformées par le Sarcoma Virus développaient la capacité de former des colonies 
dans de l'agar mou grâce à la sécrétion d'un facteur inconnu qu'ils ont appelé SGF 
(Sarcoma Growth Factor) (De Larco et Todaro, 1978 ; Todaro et De Larco, 1978). 
L'équipe du Dr Sporn a tenté d'isoler et de caractériser ce nouveau facteur. Pour ce 
faire, son équipe a fait des extractions acide-éthanol et a ainsi obtenu différentes 
fractions (Sporn, 2005). Lorsque la fraction purifiée de SGF était soumise à une 
filtration sur gel, elle perdait sa capacité d'induire la formation de colonies de cellules 
fibroblastiques NRK (Normal Rat Kidney) dans de l'agar mou. Par contre, deux de ces 
fractions inactives, une fois mélangées ensemble, pouvaient induire les effets du SGF à 
nouveau (Roberts et al, 1981 ; Anzano et al, 1982a). Ceci a mené l'équipe du Dr Spom 
à penser que le SGF serait en fait une combinaison de deux facteurs de croissance. 
En examinant le contenu de la première fraction, ils ont découvert un facteur de 
croissance capable d'induire la formation de petites colonies de cellules NRK dans de 
l'agar mou et compétitionnant fortement pour le récepteur du facteur EGF (Epidermal 
Growth Factor) (Anzano et al, 1982b). Ils ont nommé ce facteur TGFa (Transforming 
Growth Factor ex). Dans la seconde fraction, ils ont isolé un facteur ne compétitionnant 
pas avec l'EGF, mais capable d'induire la formation de larges colonies de cellules NRK 
dans de l'agar mou en présence de faibles quantités de EGF (Anzano et al, l 982a). 
C'était la découverte du TGFP (Transforming Growth Factor fJ) (Frolik et al, 1983). 
1.1.1 Superfamille du TGFJ3 
Les membres de la superfamille du TGFP sont impliqués dans le développement et la 
reproduction. On peut les diviser en quatre catégories soit les ligands, les récepteurs, les 
protéines de signalisation Smads (contraction de Sma et Mad) et les autres membres. 
On compte 35 ligands différents chez les vertébrés. On peut les diviser en huit sous-
classes: TGFp, BMP (Bane Morphogenetic Proteins), GDF (Growth Differentiation 
Factors), les activines, les inhibines, MIS (Müllerian Inhibiting Substance), Nodal et 
Lefty (Chang et al, 2002). 
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Tous ces ligands signalent par des récepteurs de type sérine/thréonine kinase. On 
retrouve les récepteurs de type 1 et les récepteurs de type II. Les récepteurs de type II 
possèdent une activité kinase constitutivement active (de Caestecker, 2004). Pour 
induire un signal, deux récepteurs de type II couplés à leur ligand doivent s'associer 
avec deux récepteurs de type 1 et les activer (Moustakas et al, 1995). 
Le signal est transmis par les protéines Smads. Ces protéines doivent leur nom à la 
présence d'un domaine conservé chez l'ensemble des Smads, soit le motif MH (Mad 
Homology) (Massagué, 2000 ; ltoh et al, 2000 ; Chang et al, 2002). On compte huit 
protéines Smads divisées en trois classes : les Co-Smads (Common-partner Smad), les 
1-Smads (Inihibitory Smad) et les R-Smads (Receptor-Regulated Smad). Les Co-Smads 
sont constitués de Smad4 et xSmad4~, les 1-Smads sont représentés par Smad6 et Smad7 
et les R-Smads regroupent Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 et Smad8 (Itoh et al, 2000 ; 
Goumans et Mummery, 2000). Les Co-Smads et les R-Smads possèdent 2 domaines 
MH, MHl et MH2, alors que les 1-Smads n'ont que le MH2 (ltoh et al, 2000). 
Enfin, plusieurs autres molécules impliquées dans la signalisation des membres de la 
superfamille du TGF~ constituent la dernière catégorie de cette famille. Voici quelques 
exemples de ces protéines: la thrombospondine-1, impliquée dans l'activation du TGF~ 
(Yevdokimova et al, 2001), la follistatine, Noggin et la chondrine toutes trois des 
antagonistes des ligands de la superfamille du TGF~ (Chang et al, 2002). 
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1.1.2. Structure 
Le TGFP est sécrété sous la forme d'une proprotéine homodimérique de 55 kDa. Il est 
donc constitué de deux chaînes polypeptidiques reliées par des ponts disulfures qui font 
intervenir les cystéines 223 et 225 du propeptide (Frolik et al, 1983 ; Gleizes et al, 
1997). À la suite de sa sécrétion, le TGFP est N-glycosylé sur trois asparagines, soit 
Asp82, Asp 136 et Asp 176, situées en N-terminal (Brunner et al, 1988). Sur deux de ces 
sites de glycosylation, on retrouve des mannoses-6-P impliqués dans le processus 
d'activation du TGFP (Gleizes et al, 1997). 
Chez les plaquettes, les fibroblastes, les cellules musculaires lisses, les glioblastomes, les 
ostéosarcomes et les cellules d'origine épithéliale ou endothéliale, on retrouve le TGFP 
latent associé à la protéine LTBP-1 (Latent TGFfJ Binding Protein-1) par des liens 
disulfures entre la cystéine 33 du TGFP latent et la troisième cystéine de la répétition 8-
Cys du L TPB-1 (Saharinen et al, 1996). Cette interaction entre le TGFP et le L TBP-1 a 
été observée pour la première fois en 1988 chez les plaquettes (Miyazono et al, 1988). 
Le L TBP-1 est une glycoprotéine de 130 kDa à 190 kDa qui se lie de façon covalente à 
la matrice extracellulaire par la transglutaminase (Gleizes et al, 1997). Cette interaction 
permet l'association du TGFP à la matrice extracellulaire pendant le processus 
d'activation (Saharinen et al, 1996 ; Gleizes et al, 1997). 
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•Peptide signal (Gentry et al. 1988) 
•site de liaison au L TBP 
(Saharinen et al, 1996) 
•site de liaison à TSP-1 (Schultz-
Chcn-y et al, l 994b) 
•site de liaison à TRAP (Omer et 
al, 2003) 
•site de clivage par la plasmine 
(Gleizes et al , 1997) 
• site de clivage par la MMP-13 
(Deng, 2000) 
·~1tc-s ck d1mc-nsal1011 du LAP 
(8runnc-r c-1 al. 1989) 
• site de liaison aux intégrines de la 
famille a v (Sheppard, 2005) 
•site de maturation par la furmc 
(Dubo1setaL 1995) 
Figure 1 : Séquence du TGFp. Le TGFP interagit avec plusieurs molécules telles la furine, la 
thrombospondine-1 , les métalloprotéases, les intégrines de la famille av et la plasmine. Plus précisément, 
il est maturé par la furine et activé grâce à l'action combinée de la thrombospondine-1, de la plasmine, des 
métalloprotéases et des intégrines de la famille av. 
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Si on regarde la séquence du TGFP plus en détail, on constate qu'elle possède des sites 
de reconnaissance pour plusieurs molécules dont la furine, les métalloprotéases, la 
thrompospondine-1, la plasmine et les intégrines de la famille av (Figure 1 ). Toutes ces 
molécules sont impliquées dans le processus de maturation et d'activation du TGFp. 
1.1.3 Processus de maturation et d'activation du TGF(3 
Avant d'exercer ses fonctions biologiques, le TGFP doit être maturé, puis activé. La 
première étape de cette cascade d'activation est la maturation par la furine. Comme 
toutes les protéines, le TGFP est synthétisé dans le réticulum endoplasmique avant de se 
retrouver dans le réseau trans-golgien pour être sécrété. C'est dans l'appareil de Golgi, 
avant même d'être sécrété, que le TGFP est clivé par la furine au site de reconnaissance 
275R-H-R-R278 (Dubois et al, 1995 ; Dubois et al, 2001). À la suite de sa maturation, le 
TGFP se présente sous une forme latente puisqu'il reste associé de façon non covalente à 
son propeptide LAP (Gleizes et al, 1997). Cette forme latente du TGFP doit s'associer 
au L TBP-1 pour être sécrétée et ensuite activée (Saharinen et al, 1996). Une fois 
sécrété, le complexe est recruté à la matrice extracellulaire par une interaction entre le 
L TBP-1 et la transglutaminase (Gleizes et al, 1997). Une fois lié à la matrice 
extracellulaire, le LTBP-1 sera en partie clivé par des protéases de type sérine (Gleizes 
et al, 1997) et le propeptide LAP interagira avec la thrombospondine-1 (TSP-1) 
(Schultz-Cherry et al, l 994b ; Y evdokimova et al, 2001 ). L'interaction entre la TSP-1 et 
le LAP rend le site de clivage de la plasmine accessible pour les étapes subséquentes de 
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l'activation du TGFp. Plus précisément, la séquence GGWSHW de la TSP-1 permet son 
association sur la portion mature du TGFp. Cette liaison confère une configuration à la 
TSP-1 favorisant une interation entre sa séquence KRFK et la portion latente du TGFp. 
Enfin, l'interaction entre la séqeunce KRFK et le LAP induit un changement 
conformationnel de la protéi.ne qui rend possible la suite de l'activation du TGFP 
(Schultz-Cherry et al, 1995a ; Yee et al, 2004). Il est à noter que la métalloprotéase 
TRAP, produite par le parasite de la malaria, peut jouer le même rôle que la 
thrombospondine-1 dans l'activation du TGFP latent (Omer et al, 2003). Les intégrines 
de la famille av présentes dans la matrice extracellulaire, et plus particulièrement avPs 
(Asano et al, 2005), avP6 (Fontana et al, 2005) et avPs (Cambier et al, 2005), vont 
également interagir avec LAP pour déstabiliser le complexe L TBP-1 : TGFP (Sheppard, 
2005). Le mécanisme exact par lequel les intégrines interviennent dans l'activation du 
TGFP n'est pas encore connu. En effet, la liaison de la sous-unité p de l'intégrine sur le 
LAP n'est pas suffisante pour mener à l'activation du TGFp. La queue cytoplasmique 
de la sous-unité p de l'intégrine doit interagir avec le cytosquelette d'actine de la cellule 
ou des protéines cytoplasmiques pouvant modifier l'organisation de l'actine pour 
déstabiliser le LAP et ainsi libérer le TGFP mature (Sheppard, 2001 ; Sheppard, 2005). 
Le TGFP en partie activé se détache ensuite de la matrice extracellulaire, peut-être avec 
l'aide des métalloprotéases, dont la MMP-2, la MMP-9 (Yu et Stamenkovic, 2000) et la 
MMP-13 (Deng, 2000), et retourne à la membrane cytoplasmique où il sera reconnu par 
les récepteurs du mannose-6-phosphate. Il pourra enfin être clivé par la plasmine et être 
libéré sous sa forme bioactive (Gleizes et al, 1997). Les différentes étapes de la 
maturation et de l'activation du TGFP sont résumées à la figure 2. 
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Figure 2 : Maturation et activation du TGF~. Le TGFP est d'abord maturé par la furine (1 et 
2) pour ensuite s'associer au LTBP-1 et être sécrété (3) . Puis, il passe par une cascade d'activation 
pendant laquelle il interagit avec la TSP-1, les intégrines de la famille av et les protéases de type sérine (4). 
Il se dissocie ensuite de la matrice extracellulaire (MEC) par l'intervention des métalloprotéases (5). Il est 
recruté à la surface des cellules par les récepteurs du mannose-6-P et son activation est achevée par la 
plasmine (6). Le TGFP bioactifpeut ensuite s'associé à ses récepteurs (7). 
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Il est à noter que l'activation du TGFP latent peut être amplifiée par l'Il-13 dans certains 
cas pathologiques tels que la fibrose tissulaire. En effet, l'Il-13 peut stimuler l'activation 
du TGF~ par les protéases de type sérine, la plasmine et la MMP-9 (Lee et al, 2001 ). Le 
mécanisme exact impliqué dans l'induction de ces facteurs d'activation par 1'11-13 n'est 
pas connu. Toutefois, on sait que ce processus d'activation du TGFP est en partie 
dépendant de Egr-1 (Early Growth Response-1) dont l'expression est induite par 
l'activation de la voie de Stat6 par 1'11-13 (Cho et al, 2006). Ce phénomène est observé 
dans certains processus inflammatoires de type T H2 tels la fibrose pulmonaire (Cho et al, 
2006). 
Le TGF~ actif peut également amplifier son cycle de maturation. En fait, le TGF~ peut 
induire la transcription du gène de la furine par la voie des Smads (Blanchette et al, 1997 
; Blanchette et al, 2001 b ). Cette amplification de l'expression de la furine implique 
également la voie de p42/p44 qui peut stimuler la translocation de Smad2 au noyau 
(Blanchette et al, 200la). 
Dans des conditions pro-inflammatoires et dans l'environnement des cellules tumorales, 
il y a production d'oxyde nitrique (NO) par l'intermédiaire de la NOS2 (Nitric Oxide 
Synthase 2) produite par les macrophages et d'autres espèces oxygénées réactives (ROS) 
par l'action de la NAPDH oxydase des macrophages (Barcellos-Hoff et Dix, 1996). 
Entre autres, la catalyse du fer en présence d'acide ascorbique peut mener à la 
production de plusieurs ROS dont le radical hydroxyl, le superoxide et le peroxide 
d'hydrogène. Le NO et les ROS ainsi produits peuvent activer le TGF~ latent dans ces 
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conditions pathologiques (Barcellos-Hoff et Dix, 1996 ; Vodovotz et al, 1999). En fait, 
les ROS oxident certains acides aminés du LAP et induisent ainsi la formation de 
chaînes latérales de carbonyl dans la protéine. Les ROS peuvent oxyder les lysines, les 
arginines, les pralines et les thréonines qui constituent 27% du LAP. Toutes ces 
oxydations empêchent l'interaction entre le LAP et le TGF~ et permettent ainsi le 
relâchement du TGF~ bioactif (Pociask et al, 2004). 
1.1.3.1 Les convertases de proprotéines 
Les convertases de proprotéines forment une famille d'enzymes découvertes entre 1989 
et 1996 (Seidah et Chrétien, 1997) et impliquées dans la maturation ou l'activation de 
proprotéines. On compte 8 membres dans cette famille soit la furine, la PC2, la PC 113, 
la PACE4, la PC4, la PC5/6A, la PC5/6B et la PC7 (Steiner, 1998). Elles clivent les 
peptides à la suite de leur séquence de reconnaissance R-X-K/R-R où X représente un 
acide aminé basique quelconque. Elles peuvent également reconnaître des séquences 
minimales telles que R-R et K-R (Fugère et Day, 2005). Toutes les convertases de 
proprotéines ont une séquence conservée d'une grande homologie avec la kexine, une 
protéase de la levure découverte en 1984 (Seidah et Chrétien, 1997). Cette protéase a 
elle-même une forte homologie avec la protéase de type sérine subtilisine bactérienne 
(Steiner, 1998). Les structures des convertases de proprotéines et de leurs homologues, 




0 Peptide signal 
Furine 1 Pro-domaine 
1 Domaine catalytique 
PC2 1 Homodomaine B 
PC1/3 1 Motif RGD 
Région riche en 
PACE4 cystéines 




PC5/6A 0 Domaine cytoplasmique 
PCS/68 Région amphipatique 
t Site de clivage primaire 
PC7 (RXKR) 
' Site de N-glycosylation Kexine 
Figure 3 : Les convertases de proprotéines. Adaptée de Fugère, M. et R. Day, 2005 
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Tableau 1 : Distribution et phénotype nul des convertases de proprotéines 
PCs Distribution Compartiments Phénotype nul tissulaire cellulaires 
• Mortalité au jour E 10,5-11,5 
• Défaut de la fermeture ventrale 
Trans-Golgi, • Absence de rotation axiale 
Furine Ubiquiste endosomes et • Vasculature anormale du sac 
surface cellulaire vitellin 
• Absence de fusion 
chorioallantoïque 
PCl/3 • Mortalité prénatale et post-natale (modèle Granules denses 
de N euroendocrine de sécrétion •Nanisme 
souris) • Diarrhée chronique mineure 
PCl/3 
(modèle Neuroendocrine Granules denses • Mortalité embryonnaire de de sécrétion 
souris) 
•Obésité 
• Homéostasie glucidique déficiente 
PCl/3 Granules denses • Défauts dans les fonctions gastro-




• Retard dans la croissance post-
Granules denses partum PC2 N euroendocrine de sécrétion • Hypoglycémie 
• Défauts dans la maturation des 
peptides endocriniens 
PC4 Cellules Non déterminé • Fertilité réduite germinales 
• Quelques mortalités 
Trans-Golgi, embryonnaires au jour El3,5-15,5 PACE4 Ubiquiste • Malformations cardiaques surface cellulaire 
• Défauts dans la rotation axiale 
• Malformations craniofaciales 
Trans-Golgi, 
PC5/6A Ubiquiste granules denses • Pas de modèle disponible 
de sécrétion 
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Trans-Golgi, •Mort embryonnaire au jour EI0,5-PC5/6B Ubiquiste endosomes, 
surface cellulaire 11,5 
Trans-Golgi, 
• Pas de phénotype particulier LPC Ubiquiste endosomes, 
surface cellulaire répertorié 
Adapté de Taylor, N. A. et al, 2003 
Les convertases de proprotéines ont presque toutes une distribution ubiquiste dans 
l'organisme. Toutefois, la PCl et la PC2 sont des protéines de type neuroendocrine et la 
PC4 se retrouve principalement dans les cellules germinales (Taylor et al, 2003). On 
peut les retrouver dans différents compartiments cellulaires tels que présenté au tableau 
1. 
De par leur rôle dans l'activation de certaines hormones, de neuropeptides, de facteurs 
de croissance et de différenciation, de protéines de la matrice extracellulaire, d'enzymes 
et de récepteurs, les convertases de proprotéines sont essentielles au maintien de 
l'homéostasie au sein de l'organisme (Fugère et Day, 2005). Ainsi, une déficience dans 
l'une ou l'autre de celles-ci peut entraîner des manifestations pathologiques importantes 
(Taylor et al, 2003) dont des exemples sont présentés au tableau 1. 
Les convertases de proprotéines sont aussi impliquées dans divers processus 
pathologiques comme le cancer (Bassi et al, 2005), les infections bactériennes avec 
présence de toxines telles que la diphtérie, l'anthrax et les infections gastro-intestinales à 
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Aeromonas hydrophila, les infections virales telles que le VIH et l'influenza et les 
maladies dégénératives telles quel' Alzheimer et la démence (Taylor et al, 2003). 
Dans les dernières années, deux nouvelles convertases de proprotéines ont été 
découvertes soit SKI-1/SlP de la sous-famille de la pyrolysine et PCSK9/NARC-1 de la 
sous-famille de la protéinase K. Ces deux convertases ont moins d'homologie avec la 
kexine de levure et la subtilisine bactérienne que les autres et ne reconnaissent pas les 
mêmes sites. Leurs sites de reconnaissance sont R-X-X où le premier X représente un 
acide aminé aliphatique pour SKI-1/S 1 P et (V/I)-F-A-Q pour PCSK9/NARC-1 
(Benjannet et al, 2006). 
1.1.3.1.1 La/urine 
La furine a d'abord été identifiée en 1986 dans la région directement en amont du proto-
oncogène v-fes/fps. Son nom lui vient de sa localisation sur le gène fur (Roebroek et al, 
1986). Il s'agit d'une convertase de proprotéines impliquées dans la maturation de 
protéines du sérum, d'hormones, de facteurs de croissance, de récepteurs, de 
chaperonnes, de protéines de la matrice extracellulaire, de toxines bactériennes et de 
protéines virales tels que présentés au tableau Il. 
La furine clive ses substrats à la suite de ses sites de reconnaissance. Elle reconnaît en 
fait un site optimal, soit R-X-K/R-R où X représente un acide aminé basique, et deux 
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sites mm1maux de reconnaissance soient R-X-X-R et L/R-X-X-X-L/R-R où X 
représente encore un acide aminé basique (Molloy et al, 1992). 
Tableau II : Exemples de substrats de la furine 
Substrats Séquences de Références reconnaissance 
Protéines du sérum 
Misumi et al, 1991 ; 
Pro-albumine RGVFRRDA Brennan et Nakayama, 
1994 
Pro-facteur IX LNRPKRYN Wasley et al, 1993 
Pro-protéine C RSHLKRDT Drews et al, 1995 
Pro-facteur de von SHRSKRSL Van de Ven et al, 1990; Willebrand Wise et al, 1990 
Hormones et facteurs de croissance 
Précurseur de BMP4 RRRAKRSP Cui et al, 1998 
BMP-1 RSRSRRAA Kessler et al, 1996 
Pro-BNP TLRAPRSP Sawada et al, 1997 
Pro-hormone KSVKKRSV Hendy et al, 1995 parathyroïdienne 
Pro-sémaphorine B KRRTRRQD Adams et al, 1997 
Pro-TGF~ SSRHRRAL Dubois et al, 1995 ; Dubois et al, 2001 - teurs à fa surface cellulaire 
Pro-récepteur de l'insuline PSRKRRSL Mondino et al, 1991 ; Bravo et al, 1994 
Récepteur de Notchl GGRQRREL Logeat et al, 1998 
Pro-récepteur de la LQRQKRSI Kozyraki et al, 1998 vitamine B 12 
Protéines chaperonnes ·" . 
: 
~~~:ès deJ~1"atrice·extt'acellulc;~~,sv Paquet et al, 1994 <: :c· ' ' /. 
MTl-MMP NVRRKRYA Sato et al, 1996 
Chaîne a3 des intégrines PQRRRRQL Lehmann et al, 1996 
Profibrilline RGRKRRST 1 Milewicz et al, 1995 
Stromélysine-3 RNRQKRFV . Pei et Weiss, 1995 
To:x;ines .bactériennes ···., .· ,::,::·: :· ,;:::;/'' :>;>:::' .' . f't:;, .. : 
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Toxine PA de Bacillus NSRKKRST Klimpel et al, 1992 ; Molloy et al, 1992 anthracis 
Toxine a de Clostridium KRRGKRSV Gordon et al, 1997 septicum 
Toxine DT de 
Corynebacterium GNRVRRSV Tsuneoka et al, 1993 
diphteriae 
Proaérolvsine KVRRARSV Abrami et al, 1999 
Exotoxine A de RHRQPRGW Moehring et al, 1993 Pseudomonas 
Toxine PE de SNSRKKRST Ogata et al, 1990 Pseudomonas Aeruzinosa 
Toxine ST de Shigella ASRVARMA Garred et al, l 995 dysenteriae 
Toxines SLT-II et SLT-Ilv QGARSVRAV Samuel et Gordon, 1994 de Escherichia coli 
Toxine C2 de Clostridium Non déterminée Ohishi, 1987 botulinum 
Protéines virales 
Hémaglutinine de RRRKKRGL Subbarao et al, 1998 l'infl,uenza H5Nl 
Protéine gB du THRTRRST Spaete et al, 1998 Cytomégalovirus 
Protéine GP de l'Ebola du GRRTRREA Volchkov et al, 1998 Zaïre 
Protéine gB du virus LRRRRRDA Pellett et al, 1988 Epstein-Barr 
Hallenberger et al, 1992 ; Protéine gp 160 du VIH VQREKRAV Decroly et al, 1994 
Protéine E2 du virus de la TRRFRRSI Cavanagh et al, 1986 bronchite infectieuse 
Protéine F 0 du virus de la SRRHKRFA Richardson et al, 1986 rougeole 
Protéine F du virus KKRKRRFL Collins et al, 1984 syncitial 
Protéine env du virus du GIRRKRSV Schwartz et al, 1983 sarcome de Rous 
Protéine M du virus de la SGRSRRSV Rice et al, 1985 fièvre jaune 
' Adapte de Molloy, S.S. et al 19 99 
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La furine est synthétisée sous la forme d'une glycoprotéine transmembranaire de type 1 
inactive de 96 kDa (Molloy et al, 1994; Henrich et al, 2003). Une fois synthétisée dans 
le réticulum endoplasmique, la forme inactive de la furine est véhiculée par des 
vésicules transporteuses jusque dans l'appareil de Golgi où elle s'autoclive pour devenir 
une protéine active de 90 kDa (Leduc et al, 1992). Plus précisément, la furine se replie 
d'abord sur elle-même. Ce repliement est dirigé par le propeptide qui fait office de 
chaperonne. Ensuite, il y a une première autoprotéolyse dépendante du calcium. Une 
fois dans le réseau trans-golgien, la furine subit une deuxième autoprotéolyse 
dépendante du calcium et de l'acidité qui induit le relâchement du propeptide et 
l'activation de la furine (Molloy et al, 1999 ; Anderson et al, 2002 ; Thomas, 2002) 
(Figure 4). 
La furine active peut se retrouver dans trois compartiments cellulaires. Elle peut 
maturer ses substrats dans le réseau trans-golgien, dans les endosomes et à la surface 
cellulaire (Seidah et Chrétien, 1997 ; Seidah et Chrétien, 1999 ; Molloy et al, 1999 ; 
Thomas, 2002 ; Taylor et al, 2003 ; Henrich et al, 2003). Elle possède quatre motifs 
particuliers dans son domaine cytoplasmique qui lui permettent de passer d'un site à 
l'autre. Le premier motif est une région hydrophobique qui permet son exportation du 
réseau trans-golgien et son internalisation par la suite. Le second motif est un site de 
liaison pour la filamine qui permet la localisation de la furine à la membrane plasmique 
et son recyclage subséquent. Le troisième motif est une région acide qui permet la 
localisation de la furine dans l'appareil de Golgi. Enfin, le dernier motif est une 
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séquence signal de localisation basolatérale qui permet à la furine de se rendre à la 
surface des cellules polarisées (Seidah et Chrétien, 1999 ; Thomas, 2002). 
Les rôles de la furine sont aussi variés que le sont ses substrats. Elle est impliquée dans 
le développement, l'innervation, le développement de certaines pathologies et dans 
plusieurs infections bactériennes et virales. 
Dans le développement, la furine est nécessaire pour la détermination ventrale et la 
symétrie axiale de l'embryon qui sont régulées par BMP-4 et Notch-1. Elle a également 
un rôle à jouer dans le développement cardiaque, une autre fonction de BMP-4 (Seidah 
et al, 1999 ; Thomas, 2002). La furine est aussi impliquée dans le développement de 
l'épithélium dentaire et des dents puisqu'elle contrôle la signalisation de Eda-1. En 
effet, c'est la furine qui lui permet de passer à un mode de signalisation paracrine plutôt 
que juxtacrine lors de la formation des dents (Thomas, 2002). La furine joue également 
un rôle dans la formation des cuticules en activant la profibrilline requise dans la 
formation des microfibrilles. D'ailleurs, l'absence de cette activation entraîne le 
développement d'une forme mineure du syndrome de Marfan (Milewicz et al, 1995 ; 
Seidah et al, 1999). 
La furine est également importante pour l'innervation. Lorsqu'elle clive le pro-NGF-~, 
la forme active de ce facteur de croissance se lie sur le récepteur Trk et induit ainsi la 
synapse. En absence d'activation, le pro-NGF-~ se lie plutôt sur le récepteur p75NTR et 
induit l'apoptose de la cellule (Thomas, 2002). 
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Figure 4 : Processus d'activation de la furine 
Repliement dirigé par 
le propeptide dans 
le réticulum endoplasmique 
Protéolyse dépendante du 
calcium dans le RE 
à Arg107 ( i 112 s:: io minutes) 
Autoprotéolyse dépendante 
du calcium et de l'acidité 
àArg75 
Dissociation du propeptide 
et désinhibition ( i 112 ;::i 1 os minutes) 
Adaptée de Thomas, G. 2002 
La profurine doit subir deux autoprotéolyses dépendantes du calcium afin d'être activée. La première a 
lieu dans le réticulum endoplasmique et la seconde dans l'environnement plus acide du réseau trans-
golgien. Suite au deuxième clivage, le propeptide est relâché et il ne reste que la furine mature. 
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La furine est aussi impliquée dans le développement de plusieurs pathologies dont 
l'athérosclérose. Lors de ce processus, la furine active la MTl-MMP des macrophages 
présents dans la plaque athéromateuse. Ensuite, la MTl-MMP active la pro-MMP-9 
produite par les macrophages et la pro-MMP-2 produite par les cellules musculaires 
lisses vasculaires. L'action combinée de la MMP-2 et de la MMP-9 rend la plaque 
athéromateuse plus instable. Une forte activation de ces métalloprotéases est donc 
synonyme d'un mauvais pronostic (Stawowy et al, 2005). 
L'implication de la furine dans les infections bactériennes et virales a déjà été décrite 
dans la section concernant les convertases de proprotéines. Le rôle de la furine dans la 
tumorigénèse sera discuté plus loin. 
1.1.3.2 La thrombospondine-1 
La thrombospondine-1 (TSP-1) a été identifiée pour la première fois en 1971 
(Sargiannidou et al, 2001 ). Elle fait partie de la famille des thrombospondines qui se 
divisent en deux classes : les trimères qui comprennent la TSP-1 et la TSP-2 et les 
pentamères qui regroupent la TSP-3, la TSP-4 et la TSP-5 (Bornstein, 2001). La TSP-1 
est constituée de trois chaînes polypeptidiques de 145 à 180 kDa reliées par des ponts 
disulfures (Bornstein, 2001 ; Yevdokimova et al, 2001). Elle forme donc une 
glycoprotéine de 450 kDa (Sargiannidou et al, 2001). La TSP-1 est particulièrement 
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abondante dans les granules a des plaquettes, mais on la retrouve également dans 
d'autres types cellulaires tels que les cellules mésangiales (Bornstein, 2001 ; 
Y evdokimova et al, 2001 ). Le niveau de TSP-1 est augmenté chez les cellules en 
prolifération et chez les cellules cancéreuses. On a retrouvé de forts taux de TSP-1 dans 
les cellules de carcinomes squameux, de mélanomes, de gliomes, d'ostéosarcomes et 
d'adénocarcinomes mammaires (Sargiannidou et al, 2001). L'expression de TSP-1 est 
également augmentée par de fortes concentrations de glucose (Y evdokimova et al, 2001 
; Wahab et al, 2005). On remarque d'ailleurs une forte expression de TGF~ activé par la 
TSP-1 dans les glomérules des patients diabétiques ayant développé des néphropathies 
(Wahab et al, 2005). 
La TSP-1 est impliquée dans plusieurs processus physiologiques dont l'adhésion 
cellulaire, la motilité, la chimiotaxie et l'angiogénèse (Sargiannidou et al, 2001 ; 
Borstein, 2001 ). 
1.1.3.3 Les intégrines de la famille av 
Les intégrines sont formées d'une sous-unité a et d'une sous-unité ~· On compte 
actuellement quinze sous-unités a et huit sous-unités~ qui s'apparient tel que présenté à 
la figure 5 (Luscinskas et Lawler, 1994). Les intégrines de la famille av se lie 
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Tirée de Luscinskas, F. W. et J. Lawler, 1994 
Figure 5 : Organisation des sous-unités des intégrines. Les sous-unités a et p s'associent 
pour former un hétérodimère qui constitue l'intégrine fonctionnelle. 
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Les intégrines sont des protéines transmembranaires intéragissant avec certaines 
composantes de la matrice extracellulaire et sont ainsi impliquées dans l'adhésion 
cellulaire (Luscinskas et Lawler, 1994; van der Flier et Sonnenberg, 2001 ; Sheppard, 
2005). En plus de cette fonction, les intégrines ont la capacité d'initier certaines 
cascades biochimiques de la même façon que les récepteurs à la surface membranaire. 
Par le biais de ces cascades de signalisation, les intégrines prennent part à des 
phénomènes cellulaires tels que la prolifération, la survie et la migration (Luscinskas et 
Lawler, 1994 ; van der Flier et Sonnenberg, 2001 ; Sheppard, 2005). Les ligands des 
intégrines de la famille av sont présentés au tableau III. L'intégrine avP3 peut également 
interagir avec des récepteurs membranaires tels que le récepteur PDGFR-P (Borges et al, 
2000), le récepteur de l'insuline (Schneller et al, 1997) et le récepteur VEGFR-2 (Borges 
et al, 2000). Afin de se lier à leurs substrats, les intégrines de la famille av reconnaissent 
le motif RGD dans la séquence de ceux-ci (Smith et Cheresh, 1990). 
Tableau III : Liste des ligands des intégrines de la famille av 
Inté!!rines Lil!ands 
p Matrice extracellulaire Solubles Cellule-a cellule 
V 1 Fibronectine, vitronectine TGFj31 :LAP 
Fibronectine, vitronectine, Fibrinogène, Cyr61/IGFBP-facteur de von Willebrand, ADAM-15, 
V 3 ostéopontine, tenascine, 10, CTGF de souris, MMP-2, ADAM-23, endostatine, angiostatine, protéine sialique de l'os, tumstatine CD31 . thrombospondine-1 
V 5 Vitronectine, protéine TGFj31 :LAP, Cyr61, sialique de l'os endostatine 
V 6 Fibronectine et tenascine TGF[31 :LAP 
V 8 Collagène, laminine, TGFj31 :LAP fibronectine 
Adapté de van der Flier, A. et A. Sonnenberg, 2001 
23 
Il est à noter que les sous-unités a des intégrines sont sécrétées sous une forme inactive. 
Elles doivent subir un clivage endoprotéolytique impliquant la furine et la convertase de 
proprotéines PC5A avant d'exercer leurs multiples fonctions (Lissitzky et al, 2000). 
1.1.3.4 La plasmine 
La plasmine est la forme active du plasminogène (Ogston, 1980 ; Vassalli et al, 1991 ; 
Plow et al, 1995). Le plasminogène est une protéine impliquée dans l'homéostase et la 
migration cellulaire (Plow et al, 1995). C'est une glycoprotéine d'environ 90 kDa. Le 
plasminogène est activé par deux enzymes de la famille des activateurs du plasminogène 
soit uPA (Urokinase-like Plasminogen Activator) et tPA (Tissu-type Plasminogen 
Activator) (Ogston, 1980; Vassalli et al, 1991). L'activation du plasminogène peut être 
inhibée par des protéases de type sérine. L'inhibiteur majeur du système du 
plasminogène est le PAI-1 (PlasminogenActivator lnhibitor-1) (Vassalli et al, 1991). 
Une fois clivé par ses activateurs, Je plasminogène devient la plasmine. Celle-ci est 
constituée de deux chaînes polypeptidiques et possède un poids moléculaire d'environ 
85 kDa. C'est une enzyme aux propriétés similaires à la trypsine (Ogston, 1980 ; 
Vassalli et al, 1991 ; Plow et al, 1995). 
Le principal substrat de la plasmine est la fibrine, mais elle peut également cliver 
d'autres protéines de la matrice extracellulaire telles que le collagène, la laminine et la 
24 
fibronectine. Elle est également l'activateur de plusieurs métalloprotéases. Ainsi, la 
plasmine est impliquée dans le remodelage de la matrice extracellulaire (Vassalli et al, 
1991 ). 
1.1.3.5 Les métalloprotéases 
Il existe 24 métalloprotéases, dont 23 se retrouvent chez l'humain (Visse et Nagase, 
2003). Ces enzymes peuvent être classées de deux façons: selon leur structure (figure 
6) ou selon leurs similitudes dans trois propriétés soit leur spécificité de substrats, leur 
séquence et l'organisation de leurs domaines. Dans ce dernier mode de classification, on 
regroupe les métalloprotéases dans six classes : les collagénases, les gélatinases, les 
stromélysines, les matrilysines, les métalloprotéases transmembranaires et les autres 
métalloprotéases (Visse et Nagase, 2003). 
Les métalloprotéases, sécrétées sous la forme de proprotéines inactives, peuvent être 
activées de deux façons : par un clivage protéolytique, entre autres par les activateurs du 
plasminogène (Malemud, 2006) et la furine (Bassi et al, 2000 ; Bassi et al, 2001 ; 
Mercapide et al, 2002 ; Mayer et al, 2003; Bassi et al, 2003 ; Cao et al, 2005a), suivi du 
relâchement du propeptide, ou par une série de réactions chimiques. Dans le deuxième 
cas, il y a d'abord une modification chimique du groupement sulfhydrique de la région 
cystéine de la métalloprotéase qui pourra interagir avec le site de liaison Zn2+. Ensuite, 
il y a un clivage intramoléculaire suivi du relâchement final du propeptide (Visse et 
Nagase, 2003). 
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A. MMPs avec un domaine minimal (MMP-7) 
B. MMPs avec un domaine pour l'HémopexineNitronectine 
Simple: MMP-1 , MMP-3, MMP-8, MMP-10, MMP-12, MMP-13, 
MMP~8. MMP~9. MMP~O 
- c 
Contenant un site de clivage par la furine 
MMP-11 
- c 
Transmembranaires avec un site de clivage par la furine: 
MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25 
- c~I Zn* ~--~-_..____. 
Contenant une répétition de fibronectines de type Il: 
MMP-2, MMP-9 
•~_c ____ _ Zn 
• Pré-peptide 
• Pro-domaine 
C Région cystéine 
. . • Domaine Hémopex ine/ 
• Domaine catalytique . Vitronectine 
zn• Site de liaison Zn2+ • Répétition de fibronectines 
de tvpe Il 
• Région charnière • Site de clivage de la furine 
• Domaine transmembranaire et cytoplasmique 
Figure 6 : Structure des métalloprotéases. Adaptée de Vu, T. H. et Z. Werb, 2000 
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Tableau IV : Substrats et effets biologiques des métalloprotéases 
Effets biologiques Métallo protéases Substrats clivés Références impliquées 
Migration des 
kératinocytes et ré- MMP-1 Collagène type 1 Pilcher et al, 1997 
épithélialisation 
Activation des MMP-13 Collagène type 1 Holliday et al, 1997 ostéoclastes 
Croissance des Sulfate de 
neurites MMP-2 chondroïtine du Krekoski et al, 2002 protéoglycan 
Différenciation des MMP-7 Fibronectine Fukai et al, 1995 adipocytes 
Migration cellulaire MMP-1, MMP-2, Fibronectine Fukai et al, 1995 MMP-3 
Migration cellulaire MTl-MMP CD44 Kajita et al, 2001 
Apoptose des cellules 
épithéliales MMP-3 Membrane basale Boudreau et al, 1995 
mammaires 
Formation des alvéoles Sympson et al, 1994 épithéliales MMP-3 Membrane basale ; Witty et al, 1995 mammaires 
Transition épithéliale à Lochter et al, 1997 ; MMP-3 E-cadhérine Thomasset et al, mésenchymale 1998 
Différenciation des 
cellules 
mésenchymales avec MMP-2 Pas identifié Turck et al, 1997 
un phénotype 
inflammatoire 
Agrégation MMP-1 Pas identifié Sawicki et al, 1997 plaquettaire 
MMP-3 Plasminogène Lijnen et al, 1998 
Génération de MMP-7 Plasminogène Patterson et Sang, 1997 fragments similaires à MMP-9 Patterson et Sang, l' angiostatine Plasminogène 1997 
MMP-12 Plasminogène Dong et al, 1997 
Génération de MMPs Collagène type Lin et al, 2001 fragments similaires à VIII 
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l' endostatine 
Augmentation de MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, BM-40 Sasaki et al, 1997 l'affinité du collagène MMP-13 
Tubulogénèse des MTl-MMP Collagène type 1 Kadono et al, 1998 reins 
Relâche de FGFb MMP-3, MMP-13 Perlecane Whitelock et al, 1996 
Augmentation de la MMP-1, MMP-2, biodisponibilité de MMP-3 IGFBP-3 Fowlkes et al, 1994 l'IGF-1 
Prolifération cellulaire MMPs IGFBP-5 Thrailkill et al, 1995 MMP-11 IGFBP-1 Manes et al, 1997 
Activation de VEGF MMPs CTGF Hashimoto et al, 2002 
Migration des cellules MMP-2, MTl- Chaîne 5y2 de la Giannelli et al, 1997 ; Koshikawa et al, épithéliales MMP laminine 2000 
Apoptose des cellules Col lagénases Collagène type 1 Lei et al, 1996 épithéliales 
MMP-1, MMP-3, Maturation de Schonbeck et al, Pro-intlammato ire 1'11-lp de son MMP-9 précurseur 1998 
Résistance des cellules MMP-9 ICAM-1 Fiore et al, 2002 tumorales 
Anti-inflammatoire MMP-1, MMP-2, Dégradation de lto et al, 1996 MMP-9 1'11-lB 
MMP-1, MMP-2, McQuibban et al, 
Anti-inflammatoire MMP-3, MMP- MCP-3 2000 ; McQuibban et 
13, MMP-14 al, 2002 
Augmentation de la MMP-2, MMP-3, biodisponibilité du MMP-7 Décorine Imai et al, 1997 TGFB 
Arrêt de l'agrégation 
cellulaire et MMP-3, MMP-7 E-cadhérine Noe et al, 2001 augmentation de 
l'invasion cellulaire 
Diminution de MTl-MMP, Transglutaminase 
l'adhésion cellulaire MT2-MMP, tissulaire de la Belkin et al, 2001 MT3-MMP surface cellulaire 
Apoptose médiée par MMP-7 FasL Powell et al, 1999 Fas 
Réduction de la MMP-9 11-2Ra Sheu et al, 2001 réponse à 1'11-2 
Adapté de Visse, R. et H. Nagase, 2003 
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Il est à noter que certaines métalloprotéases sont inhibées par un clivage. C'est le cas de 
la MMP-2 qui peut être inactivée par la furine dans le réseau trans-golgien (Cao et al, 
2005a). 
Les métalloprotéases se retrouvent dans la matrice extracellulaire où elles exercent 
plusieurs fonctions une fois activées. Lorsqu'elles sont impliquées dans les interactions 
entre les cellules, elles peuvent activer des cascades de protéases, maturer des inhibiteurs 
de protéases, relâcher des facteurs de croissance tels que le TGF~ (Yu et Stamenkovic, 
1999 ; McMahon et al, 2003), maturer des chimiokines, tronquer des récepteurs de 
facteurs de croissance tels que le récepteur du TNF-a et cliver des molécules d'adhésion. 
Lorsqu'elles agissent plutôt au niveau des interactions entre les cellules et la matrice 
extracellulaire, elles peuvent induire la dissolution de la matrice extracellulaire, le 
relâchement de facteurs bioactifs et la libération de facteurs de croissance (Vu et Werb, 
2000 ; Lee et Murphy, 2004). Ayant des rôles aussi variés, les métalloprotéases ont de 
nombreux substrats. Les rôles biologiques des métalloprotéases et leurs substrats 
impliqués sont présentés au tableau IV. Les métalloprotéases peuvent également être 
impliquées dans plusieurs processus pathologiques comme la chondrodysplasie, 
l'athérosclérose, l'arthrite, la sclérose en plaques et le cancer (Malemud, 2006). 
Les métalloprotéases peuvent être inhibées par les TIMPs (Tissue Jnhibitors of 
Metalloproteinases). On en compte quatre chez les vertébrés soient TIMP-1, TIMP-2, 
TIMP-3 et TIMP-4 (Vu et Werb, 2000 ; Visse et Nagase, 2003 ; Lee et Murphy, 2004) 
qui ont des poids moléculaires variant entre 21 et 29 kDa. Tous les TIMPs ont la 
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capacité d'inhiber l'ensemble des métalloprotéases, excepté TIMP-1 qui n'interagit pas 
avec la MTI-MMP. Enfin, TIMP-3 est également en mesure d'inhiber quelques 
protéases de la famille ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease) (Visse et Nagase, 
2003). 
1.1.4 Les voies de signalisation du TGFf3 
Le TGFP possède six types de récepteurs par lesquels il peut induire sa signalisation 
intracellulaire. On retrouve le TPR-1 de 53 kDa, le TPR-11 de 75 kDa, le TPR-III ou 
bétaglycan de 280 à 310 kDa, le TPR-IV de 180 kDa, le TPR-V ou LRP-1 ou a2MR de 
400 kDa et le TpR-VI de 180 kDa ( 0' Grady et al, 1991 ; Y amashita et al, 1995). Afin 
d'être totalement activés et d'exercer pleinement leurs fonctions respectives, ces 
récepteurs doivent être fucolysés par l'enzyme FucT VIII (GPD-L-Fuc: N-acétyl-fJ-D-
glucosaminide-al,6-fucosyltransférase VIII) sur leur N-glycan (Wang et al, 2005 ; 
Schachter, 2005). L'importance de la fucosylation de ces récepteurs a été mise en 
évidence chez des souris atteintes d'emphysème. L'ajout de TGFp chez les souris 
normales pour l'enzyme FucT VIII réduit les symptômes d'emphysème par une 
inhibition de l'expression des MMPs. Par contre, l'ajout de TGFP chez les souris 
déficientes pour cette enzyme n'entraîne aucune amélioration des symptômes puisque la 
signalisation des récepteurs TPRs est fortement inhibée (Wang et al, 2005). 
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Le TPR-I a été identifié pour la première fois en 1984 (Frolik et al, 1984). On compte 
deux principaux récepteurs de type I dans la signalisation du TGFP soit le récepteur 
ALK-1 (Activin Like Kinase) et le récepteur ALK-5 (de Caestecker, 2004). Ces deux 
récepteurs agissent comme des antagonistes. Le récepteur ALK-1 est impliqué dans 
l'induction de la prolifération et de la migration des cellules alors que le récepteur ALK-
5 inhibe ces deux activités (Goumans et al, 2002 ; Goumans et al, 2003a ; Goumans et 
al, 2003b). Cet antagonisme est important dans certaines fonctions du TGFp dont la 
formation des vaisseaux sanguins. Dans les processus de vasculogénèse et 
d'angiogénèse, lorsque le TGFP signale par le récepteur ALK-1, il induit la prolifération 
des cellules endothéliales. Lorsqu'il signale plutôt par le récepteur ALK-5, il induit la 
différenciation des cellules endothéliales et des péricytes (Armulik et al, 2005). C'est le 
niveau d'expression du récepteur ALK-1 qui détermine quelle sera la voie de 
signalisation privilégiée. En fait, le niveau d'expression du récepteur ALK-5 est 
toujours constant. Lors de la signalisation, le TGFp se lie d'abord au TpR-11 dont 
l'activité kinase est constitutivement active (de Caestecker, 2004). Celui-ci recrute 
ensuite ALK-5 qui est nécessaire à la suite de la cascade. ALK-5 peut alors recruter 
ALK-1 dans le complexe des récepteurs. C'est la stoechiométrie entre ALK-5 et ALK-1 
qui déterminera la direction du signal (Goumans et al, 2003). 
Le TPR-II a pour rôle de recruter et d'activer le TpR-I. Lorsque le TGFP se lie au TpR-
II, ce dernier est en mesure de recruter le TPR-I (Di Guglielmo et al, 2003). Ensuite, il 
phosphoryle le TPR-I sur plusieurs régions GS faisant ainsi disparaître le site de liaison 
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pour FKBP12 qui stabilise normalement le T~R-1 dans sa forme inactive (Huse et al, 
2001). Le TPR-1 peut dès lors initier la cascade de signalisation intracellulaire. 
Le TPR-III a été découvert en 1992 dans une lignée de choriocarcinome trophoblastique 
(Mitchell et al, 1992). C'est un récepteur ayant pour fonction d'inhiber les voies de 
signalisation du TGFp. Le TPR-III s'associe d'abord au TGFp, puis le complexe se lie 
au T~R-11 empêchant ainsi la liaison du TPR-1, le récepteur induisant la cascade de 
signalisation intracellulaire (Eickelberg et al, 2002). De cette façon, les cellules ayant de 
forts niveaux de bétaglycans répondent moins bien au TGFp. 
Le TPR-IV a été identifié en 1988 chez les cellules pituitaires de type GH3 par l'équipe 
du Dr Massagué (Cheifetz et al, 1988). Il semble n'être exprimé que dans quelques 
types cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules d'adénocarcinome de poumon et 
les cellules de carcinome squameux de la bouche. De plus, on ne connaît pas encore sa 
fonction exacte. On sait toutefois qu'il ne se lie pas au récepteur TPR-11 pour induire sa 
signalisation et qu'il est capable de lier l'activine AB et l'inhibine B en plus du TGFP 
(Y amashita et al, 1995). 
Le T~R-V a été identifié en 1991 (O'Grady et al, 1991). Il semble être impliqué dans 
une voie de signalisation parallèle à celle du complexe TPR-I :TPR-11 et contrôler la 
prolifération cellulaire. En fait, ce récepteur permettrait l'inhibition de la prolifération 
cellulaire par le TGFP alors que la voie induite par le complexe TPR-1 :TPR-11 serait 
plutôt associée à une augmentation de la prolifération cellulaire (Huang et Huang, 2005). 
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Afin de moduler la prolifération cellulaire, le TGFP se lie à ses récepteurs par son site 
actif 52WSLD55 (Huang et al, 1999). 
Chez les cellules endothéliales, on retrouve un septième récepteur, soit l'endogline, ou 
facteur CD105, qui fait 180 kDa (Cheifetz et al, 1992; Yamashita et al, 1995, Armulik 
et al, 2005 ; Lebrin et al, 2005). Ce récepteur a été découvert en 1985 par l'équipe du Dr 
Letarte (Quackenbush et Letarte, 1985 ; Gougos et Letarte, 1988). L'expression de ce 
récepteur est induite dans les zones hypoxiques par le facteur HIF-1 (Sanchez-Elsner et 
al, 2002). L'endogline se complexe au TGFP avec le récepteur ALK-1 pour induire la 
prolifération des cellules endothéliales et la production de TGFP dans ces mêmes 
cellules, favorisant ainsi la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (Lebrin et al, 
2004 ; Armulik et al, 2005). 
Tous ces récepteurs permettent la signalisation du TGFp. La principale voie de 
signalisation intracellulaire induite par le TGFP est celle des Smads. 
1.1.4.1 La voie des Smads 
Une fois complexé au TPR-11, le récepteur TPR-1 a une activité sérine/thréonine kinase 
(Huse et al, 2001 ; Guglielmo et al, 2003 ; Derynck et Zhang, 2003 ; Lux et al, 2005, 
Lebrin et al, 2005 ; Feng et Derynck, 2005). Cette activité enzymatique lui permet de 
phosphoryler les R-Smads (Smad2 et Smad3) qui sont recrutés à la membrane par 
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SARA (Smad Anchor for Receptor Activation) (Massagué, 2000; Guglielmo et al, 2003 
; Derynck et Zhang, 2003 ; Massagué et al, 2005 ; Feng et Derynck, 2005). En effet, la 
protéine SARA peut se lier directement au domaine MH2 des Smads et les recruter à la 
membrane par une interaction entre son domaine FYVE (Fablp, Yotb, Vaclp et EEAJ) 
et le PIP3 membranaire (Guglielmo et al, 2003). 
Il est à noter que d'autres protéines adaptatrices peuvent exercer le même type de 
fonction que SARA et relier les Smads aux récepteurs du TGFp. Une de ces protéines 
mieux connues est Dab2 (Disabled-2) qui interagit avec les récepteurs TpR-1 et TPR-11 
pour augmenter la phosphorylation de Smad2 (Hocevar et al, 2001 ). 
Une fois phosphorylés, les R-Smads se complexent avec le Co-Smad, Smad4, pour 
ensuite transloquer au noyau et induire la transcription de plus de 500 gènes (Massagué, 
2000 ; Derynck et Zhang, 2003 ; Massagué et al, 2005 ; Feng et Derynck, 2005). La 
voie des Smads est illustrée à la figure 7. 
Il existe plusieurs inhibiteurs de la voie des Smads. Le plus connu est le 1-Smad Smad7. 
C'est en 1997 que Smad7 a été reconnu en tant qu'inhibiteur de la voie des Smads 
induite par TGFp (Nakao et al, 1997). Smad7 agit en fait à la manière d'un antagoniste 
des R-Smads au niveau du récepteur TpR-1 (Hayashi et al, 1997). Son expression est 
induite directement par le TGFP par différentes voies de signalisation dont la voie des 
Smads, principalement par une collaboration entre Smad3 et TFE3, la voie de Ap-1 et la 
voie des MAPKs (Afrakhte et al, 1998 ; Itoh et al, 1998 ; von Gersdorff et al, 2000 ; 
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Brodin et al, 2000 ; Hua et al, 2000 ; Uchida et al, 2001). Le TGFP peut donc moduler 
lui-même son expression. 
Parmi les autres répresseurs de la voie des Smads, on peut citer FKBP12 (Huse et al, 
2001 ), les ubiquitines ligases Smurfl et Smurf2 (Koinuma et al, 2003 ; Ohashi et al, 
2005 ; Massaqué et al, 2005) qui envoient les récepteurs activés et les R-Smads au 
protéasome, le pseudorécepteur BAMBI qui empêche la formation du complexe TPR-
1 :TPR-11 (Onichtchouk et al, 1999 ; Chen et Meng, 2004 ; Massaqué et al, 2005), les 
TGIFs qui compétitionnent avec des co-activateurs de la voie (Wotton et Massagué, 
2001; Feng et Derynck, 2005) et Ski et SnoN qui peuvent séparer les R-Smads du Co-
Smad (Stroschein et al, 1999; Wang et al, 2000; Wu et al, 2002; Chenet Meng, 2004; 
Sarker et al, 2005 ; Krakowski et al, 2005). 
Il existe aussi plusieurs activateurs de la voie des Smads du TGFp. D'abord, Arkadia, 
une ubiquitine ligase E3, amplifie la signalisation du TGFP par la voie des Smads en se 
liant à Smad7 pour induire sa dégradation par le protéasome. Arkadia fait partie de la 
voie de signalisation de Nodal, un membre de la superfamille du TGFP (Koinuma et al, 
2003). 
Le régulateur de transcription LM04 (LiM-Only factor 4), retrouvé spécifiquement chez 
les cellules épithéliales, est un autre activateur de la voie des Smads. Il interagit avec 
Smad2 et, dans une moindre mesure, avec Smad4 pour faciliter leur liaison sur certains 
promoteurs des gènes cibles du TGFP dont le gène de PAI-1 (Lu et al, 2006). De cette 
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façon, il facilite l'inhibition de la prolifération médiée par le TGFP dans les cellules 
épithéliales (Lu et al, 2006). 
Parmi les autres activateurs de la voie des Smads, on compte CBP/p300 (Feng et al, 
2002 ; de Caestecker et al, 2000) et GCN5 (Kahata et al, 2004) qui module la structure 
de la chromatine et facilite ainsi la transcription des gènes cibles du TGFp, SKIP qui 
contrecarre la répression médiée par Ski et SnoN et interagit avec Smad3 (Leang et al, 
2001), SMIF (Bai et Cao, 2002) qui amplifie les fonctions de Smad4, Swift (Shimizu et 
al, 2001) qui augmente la transactivation de Smad2 et Zeb 1 (Postigo et al, 2003) qui aide 
à la formation d'un complexe entre les Smads et p300 (Feng et Denrynck, 2005). 
1.1.4.2 Les autres voies de signalisation 
Bien que la voie de signalisation principale du TGFP soit la voie des Smads, celui-ci 
peut induire d'autres voies par son récepteur TPR-1. Une de ces voies est celle de la 
PI3K (Phosphatidyl Inositol-3-phosphate Kinase). Le TPR-1 peut en effet activer la 
PI3K qui active ensuite AKT. La kinase p38 est ensuite activée par AKT et peut induire 
l'expression de différents gènes (Higaki et Shimokado, 1999 ; Bakin et al, 2000 ; 
Lhuillier et Dryer, 2002 ; Bakin et al, 2002) dont A TF-2, un activateur de la cycline D 1 
impliquée dans le cycle cellulaire et un inducteur de la chaîne lourde de la myosine (Lim 

























Adaptée de Pinzani M. et al, 2001. 
Figure 7 : La voie des Smads. Le TGF~ se lie au récepteur T~R-11 qui recrute et active le 
récepteur T~R-I. Ce dernier phosphoryle Smad2 et Smad3 qui se complexent alors avec Smad4. Les 
complexes Smad2 :Smad4 et Smad3 :Smad4 transloquent ensuite au noyau pour induire la transcription de 
plusieurs gènes. 
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Le T~R-I peut aussi activer la protéine polaire Par6. Cette dernière se complexe avec 
Smurfl pour inhiber RhoA (Wang et al 2003 ; Ozdamar et al, 2005 ; Moustakas et 
Heldin, 2005). On sait que RhoA peut activer ROCK et Limk-2 qui est un inhibiteur de 
la cofiline-1 (Huber et al, 2005). La protéine ROCK est impliquée dans la migration 
amoeboïde et la cofiline-1 est un inhibiteur de la désorganisation des filaments d' actine 
(Moustakas et Heldin, 2005 ; Sahai et Mashall, 2003 ; Friedl, 2004). 
Les voies de signalisation du TGF~ peuvent interagir avec plusieurs autres voies. 
D'abord, la voie des Smads peut induire la transcription de plusieurs gènes dont Snail, 
impliqué dans la transition d'un type cellulaire épithélial vers un type mésenchymal et 
p 15 et p2 l, qui inhibent la prolifération cellulaire (Robson et al, 1999 ; Rich et al, 1999 ; 
Peinado et al, 2003). Ces gènes peuvent être modulés par une panoplie de voies de 
signalisation. Snail est activé par les voies de Shh (sanie hedgehog) (Li et al, 2006b), 
ST A T3 (Jechlinger et al 2003), Ras, Delta/Jagged et INF-y et il est inhibé par la voie de 
Wnt (Huber et al, 2005). Les gènes régulateurs du cycle cellulaire p15 et p21 sont 
activés par la voie de Delta/Jagged (Huber et al, 2005). 
La voie des Smads mène également à l'induction de l'expression de la furine. Cette 
dernière peut maturer le PDGF (Siegfried et al, 2003 ; Seigfried et al, 2005), un gène 
impliqué dans l'activation de la voie de Ras (Gupta et al, 2001 ; Huber et al, 2005). 
Ensuite, la PI3K activé par le T~R-I peut inhiber la GSK3P de la voie de Wnt et ainsi 
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Figure 8 : Interactions entre les voies du TGF(i et les voies Wnt, Shh, Delta/Jagged, 
INF-y, STAT3 et Ras. Les flèches vertes représentent les activations et les flèches rouges, les 
inhibitions. 
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Le facteur de transcription ERKl/2 de la voie de Ras peut pour sa part inhiber la voie 
des Smads en empêchant la formation du complexe des R-Smads avec Smad4 
(Kretzschmar et al, 1999). Enfin, NFKB induit par AKT peut inhiber la voie des Smads 
en stimulant l'expression de Smad7 par CD40 (Patil et al, 2000). 
D'autres interactions entre les voies de signalisation mènent à une activation de ces 
voies ou à des phénomènes de synergie. Le facteur AP-1 peut s'associer aux R-Smads 
et former un complexe de facteurs de transcription capable d'induire l'expression de c-
jun (Verrecchia et al, 2001a). Par la suite, c-jun peut former un complexe avec Smad3 et 
induire l'expression de gènes cibles du TGFP dont PAI-1 (Verrecchia et al, 2001b). Le 
facteur de transcription JNK peut stimuler la phosphorylation des R-Smads et ainsi 
activer la voie des Smads (Engel et al, 1999 ; Mori et al, 2004). Le TGFP peut aussi 
activer JNK. Toutefois, la voie exacte impliquée dans cette activation n'est pas encore 
très bien définie. Une voie possible serait celle de p38 (Hocevar et al, 1999) induit entre 
autres par le Smad3 (Leivonen et al, 2006). La synthèse de fibronectine induite par le 
TGFP passerait par cette voie impliquant JNK (Hocevar et al, 1999). 
La figure 8 présente les principales interactions entre les différentes voies présentées 
dans cette section. 
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1.1.5 Les rôles du TGFf3 
Le TGFP est impliqué dans le développement, l'hématopoïèse, l'angiogénèse, la réponse 
immunitaire et 1' apoptose. On le retrouve aussi dans plusieurs manifestations 
pathologiques. 
Pendant l'embryogenèse, trois isoformes du TGFp, soit le TGFpl, le TGFP2 et le 
TGFp3, agissent en coopération dans le développement craniofacial. Ils sont impliqués 
dans la formation du palais et plus précisément dans la fusion médiane épithéliale (Blobe 
et al, 2000 ; Chang et al, 2002). Ils participent en fait à l'alignement horizontal du 
palais, à la condensation du tissu mésenchymateux et aux processus subséquents de 
myogenèse, de chondrogenèse et d'ostéogenèse (Chang et al, 2002). 
Le TGFP est aussi impliqué dans l'hématopoïèse. Les progéniteurs des cellules 
hématopoïétiques expriment le récepteur de surface c-kit qui est impliqué dans la 
différenciation, la prolifération et la survie des cellules. Le TGFP inhibe l'expression de 
c-kit et maintient ainsi les progéniteurs des cellules hématopoïétiques dans un état de 
quiescence (Dubois et al, 1994 ; Sansilvestri et al, 1995). En maintenant les cellules 
souches et les progéniteurs des cellules hématopoïétiques dans cet état non prolifératif, 
le TGFP les protège des agents toxiques ciblant la cellule en progression dans leur cycle 
cellulaire tels que le 5-fluorouracil utilisé en chimiothérapie (Fortunel et al, 2000). Cette 
régulation par le TGFP permet de maintenir les réserves de cellules souches (Ruscetti et 
al, 2005). Le TGFP peut moduler plusieurs autres récepteurs de cytokines à la surface 
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des cellules souches et des cellules progénitrices pour contrôler leur cycle cellulaire. Par 
exemple, il peut inhiber l'expression du récepteur de l 'Il-1 (Dubois et al, 1990), du 
récepteur FLT3 et du récepteur de l'Il-6 (Fortunel et al, 2000). 
Le TGF~ prend également part à l'érythropoïèse, au développement de la lignée des 
monocytes et des macrophages, au développement des cellules dendritiques et à la 
mégakaryopoïèse. L'implication du TGF~ dans ces processus est illustrée à la figure 9. 
Le TGF~ est aussi impliqué dans l'angiogénèse par sa liaison sur les récepteurs de type I 
ALK-1 et ALK-5 tel que décrit plus tôt. Selon l'équilibre entre ALK-1 et ALK-5 et 
l'implication de l'endogline qui favorise la signalisation par ALK-1 (Pece-Barbara et al, 
2005), le TGF~ peut induire ou inhiber la prolifération et la migration des cellules 
endothéliales et des cellules musculaires lisses vasculaires et la synthèse de la membrane 
extracellulaire (Bertolino et al, 2005 ; Lebrin et al, 2005). Il induit également la 
différenciation des péricytes (Armulik et al, 2005) et est associé à une meilleure 
résistance des vaisseaux sanguins puisqu'il augmente l'expression du récepteur VEGFR-
1 et de SMA-a (Smooth Muscle Actin) chez les péricytes (Shih et al, 2003). 
Le TGF~ est également impliqué dans la réponse immunitaire. Il agit d'abord au niveau 
des thymocytes et des lymphocytes T (Letterio, 2005). Il inhibe la croissance et la 
prolifération des thymocytes et participe à l'inhibition de la croissance des thymocytes 
triplement négatifs (Letterio, 2005). Il induit aussi la tolérance immune des 
lymphocytes T CD8+ (Zhang et al, 2006). 
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Adaptée de Fortunel, N. O. et al, 2000 
Figure 9 : Implication du TGFP dans l'hématopoïèse. 
Le TGF~ peut inhiber la croissance et la prolifération des progéniteurs des cellules hématopoïétiques 
HPP-Emk (Progéniteur commun des érythroblastes et des mégacaryocytes à haut potentiel prolifératif), 
HHP-E-BFU (Progéniteur des érythrocytes à haut potentiel prolifératif), HPP-Mk-BFU (Progéniteur des 
mégacaryocytes à haut potentiel prolifératif) et favoriser la croissance et la prolifération du GM-CFU 
(Progéniteur commun des granulocytes et des monocytes). Il peut également inhiber la croissance et la 
prolifération des cellules souches hématopoïétiques ou leur maturation et leur différenciation selon le cas. 
Il favorise de plus la maturation des érythrocytes, des granulocytes, des monocytes et des macrophages 
alors qu'il inhibe celle des plaquettes. Il favorise enfin la différenciation des monocytes en cellules 
dendritiques. 
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Le TGFP est aussi important pour le maintien des lymphocytes T régulateurs. Il permet 
de maintenir l'expression du facteur Foxp3 à la surface des cellules T régulatrices et 
l'activité suppressive de celles-ci (Marie et al, 2005). Il agit également de concert avec 
les lymphocytes T régulateurs pour inhiber l'activité cytotoxique des cellules NK 
(Natural Killer) (Ghiringhelli et al, 2005). 
Le TGFP peut induire l'apoptose des cellules. Il peut emprunter différentes voies dans ce 
sens. D'abord, il permet l'expression de plusieurs facteurs impliqués dans l'apoptose 
dont le facteur pro-apoptotique Bim, le facteur de transcription AP-1 et les ARTS qui 
comprennent Smac et Diablo et en inhibe d'autres dont les inhibiteurs des caspases 
XIAPs, le facteur anti-apoptotique Bcl-xL et le facteur de transcription NFKB (Lee et 
Bae, 2002 ; Ohgushi et al 2005). 
Ensuite, pour induire l'apoptose, le TGFP active la voie de PBK et des Smads. Les 
Smads peuvent stimuler directement l'apoptose par la transcription de gènes pro-
apoptotiques dont les TIEGs, Dapk et Ship (Moustakas et Heldin, 2005) ou induire la 
voie de JNK (Lee et Bae, 2002) qui permet l'activation des facteurs pro-apoptotiques 
Bim et Bcl2 (Martin et Vuori, 2004). La voie de la PBK mène pour sa part à l'activation 
de Akt qui peut induire l'expression de NFKB qui augmente l'expression de Smad7 (Patil 
et al, 2000). L'inhibiteur Smad7 peut amplifier la cascade de signalisation de JNK et de 
p38 par l'activation de TAKl, (Moustakas et Heldin, 2005) ce qui a pour effet 
d'augmenter encore le signal d'apoptose. Il peut également former un complexe avec la 
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~-caténine et les facteurs de transcription LEF-1 et TCF-4 pour induire un signal de mort 
cellulaire. De plus, le TGFP peut inhiber l'action de la GSK3P par la voie de la PI3K et 
ainsi permettre une plus grande accumulation de p-caténine dans la cellule (Edlund et al, 
2005). 
Le TGFP est aussi associé à plusieurs pathologies. Par exemple, une surexpression de la 
forme latente du TGFP entraîne le développement d'inflammations cutanées de type TH l 
similaires au psoriasis (Li et al, 2004). De plus, comme il est associé à la synthèse de la 
matrice extracellulaire, il peut entraîner l'apparition de différents types de fibroses dont la 
sclérodermie et les kéloïdes lors d'une surexpression (Leask et Abraham, 2004 ; Javelaud 
et Mauviel, 2004). Il est aussi impliqué dans le processus inflammatoire associé à la 
fibrose pulmonaire induite par l'amiante. En fait, le TGFP inhibe la production de TNF-a 
par les macrophages alvéolaires pendant cette inflammation (Lemaire et Ouellet, 1996). 
Le TGFP joue également un rôle dans la télangiectasie héréditaire hémorragique. 
Lorsqu'il y a des mutations dans les gènes encodant l'endogline et le récepteur ALK-1 
qui rendent ces deux récepteurs non fonctionnels ou simplement absents des cellules 
endothéliales, la pathologie se développe. Elle résulte d'une dysplasie vasculaire et de 
malformations des vaisseaux sanguins (Blobe et al, 2000). 
Le TGFP est aussi fortement impliqué dans le cancer. Ce sujet sera discuté dans la 
section suivante. 
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1.2 Le cancer 
Le cancer est la deuxième cause de mortalités en Amérique du Nord (Kreiger et al, 2003). 
En 2002, on estimait à 1,5 millions le nombre de nouveaux cas observés aux États-Unis 
par année (Patrick et al, 2003). À ce moment, l'augmentation de cas de cancers annuels 
estimée pour 2010 était de 40% (Kreiger et al, 2003). Sachant que 60% des personnes 
ayant reçu le diagnostic d'un cancer dans l'année survivra pendant au moins cinq ans, 
cette maladie génère des dépenses annuelles immenses à l'échelle mondiale (Kreiger et 
al, 2002 ; Patrick et al, 2003). Il est donc important de bien connaître les causes ou les 
facteurs de risque du cancer pour être en mesure de le prévenir. 
1.2.1 Définition du cancer 
Le cancer est un problème de prolifération anarchique d'une cellule qui a acquis à la fois 
un avantage de prolifération et un avantage de survie (Melnick et al, 1993). La cellule 
peut acquérir ces avantages à la suite de mutations dans son ADN qui peuvent être 
causées par des produits chimiques, des virus ou des radiations (Todaro et Huebner, 1972 
; Melnick et al, 1993 ; Kreiger et al, 2003). Ces bris entraînent l'activation de proto-
oncogènes ou l'inhibition de suppresseurs de tumeurs (Rüegg, 2006). Normalement, ces 
bris peuvent être réparés par la machinerie de réparation de l' ADN, mais si le système de 
surveillance du génome, incluant le régulateur p53, ou du cycle cellulaire fait défaut, les 
bris se transmettent aux cellules filles et il peut y avoir développement d'une tumeur 
(Melnick et al, 1993). Les personnes immunosupprimées sont également plus à risque de 
développer une tumeur maligne puisque la surveillance de l'intégrité des cellules est 
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diminuée (Good, 1972). De plus, les cellules tumorales expriment des antigènes 
tumoraux issus de mutations des gènes codant pour des protéines cellulaires constitutives, 
de la surexpression d'antigènes du soi, de protéines virales ou de marqueurs de 
différenciation. Ces antigènes induisent les réponses cytotoxiques du système 
immunitaire (Jager et al, 2001). Les personnes immunosupprimées ne bénéficient pas de 
cette première ligne de défense contre le développement tumoral. 
Les cellules tumorales peuvent déjouer le système immunitaire pour pouvoir progresser 
vers un cancer. La défense antitumorale est de type TH 1 et implique les lymphocytes T 
CD8+, les cellules NK et les macrophages. Or, dans l'environnement tumoral, il y a très 
peu d'l1-12, ce qui inhibe la réponse de type THI au profit d'une réponse de type TH2 
(Kidd, 2003). De plus, les cellules tumorales peuvent produire de la prostaglandine E2 
(PGE2) qui inhibe la polarisation des cellules dendritiques vers un phénotype TH 1. Les 
cellules dendritiques stimulées par la PGE2 adoptent plutôt un phénotype T H2. Les 
cellules dendritiques stimulées à la fois par l '11-10, une cytokine pouvant se retrouver 
dans l'environnement tumoral, et la PGEi adoptent un phénotype T H3 et stimulent les 
lymphocytes T régulateurs (Kidd, 2003). Ces lymphocytes produisent de 1'11-10 et du 
TGF~, deux cytokines immunosuppressives. Ainsi, les réponses THl et Ttt2 sont toutes 
deux inhibées. Ces stratégies des cellules tumorales permettent le développement d'un 
cancer par l'inhibition de l'immuno-surveillance (Kidd, 2003). 
1.2.2 Les causes du cancer 
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Les causes du cancer sont très variées. Tout ce qui peut entraîner des mutations dans 
l' ADN pour permettre à une cellule d'acquérir un avantage de prolifération et de survie 
constitue une cause potentielle de cancer. Les instabilités chromosomiques constituent 
un type de dommages à l' ADN qui peut mener à un cancer. Un de ces problèmes est 
associé aux télomères. Lorsqu'une terminaison des télomères, des répétitions 
télomériques ou les télomères entiers sont perdus, les cellules peuvent développer une 
capacité de prolifération anarchique (Bailey et Murnane, 2006). 
D'autres cancers sont causés par des agents pathogènes. On compte plusieurs virus 
oncogéniques. On les classe en deux catégories soit les virus à ADN qui regroupent le 
Papillomavirus, les Polyomavirus, le SV40, les Adénovirus et les Herpesvirus, dont le 
Epstein-Barr Virus (EBV), et les virus à ARN dont le Avian Leukemia-Sarcoma Virus 
(Green, 1972). D'autres cancers peuvent être associés à une infection chronique par une 
bactérie. C'est le cas du lymphome gastrique de type B qui est souvent associé à la 
présence de la bactérie Helicobacter pylori (Hellmig et al, 2004 ; Schottenfeld et Beebe-
Dimmer, 2006). 
Il existe aussi plusieurs causes environnementales favorisant le développement d'un 
cancer. Parmi ces facteurs, on peut citer l'amiante, les benzènes, les dioxines, les sites 
d'enfouissement contaminés, les ondes électromagnétiques, la cigarette, les métaux 
lourds, les émanations de combustibles fossiles, les polluants organiques, les pesticides, 
les phthalates, les hydrocarbones aromatiques polycycliques, les ondes des fréquences 
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radiophoniques, le radon, les composés organiques volatils, les trihalométhanes issus de 
la désinfection de l'eau et les radiations ultraviolettes (Kreiger et al, 2003). 
1.2.3 Le développement et la progression du cancer 
Le cancer amorce son développement lorsqu'une cellule somatique a accumulé plusieurs 
altérations génétiques qui lui confèrent des avantages de survie et de prolifération 
(Caldas, 1998). Les cellules issues de celle-ci peuvent développer une résistance à 
l'anoïkose, l'apoptose cellulaire induite par la perte de contact (Liotta et Kohn, 2004). Il 
a été démontré que dans les cas de cancers épithéliaux, les cellules peuvent acquérir le 
gène encodant la protéine TrkB. Le ligand du récepteur TrkB est le facteur BDNF 
(Brain-Derived Neurotrophic Factor). Les cellules cancéreuses exprimant le TrkB 
répondent au BDNF et acquièrent ainsi un potentiel prolifératif et une résistance à 
l'anoïkose (Liotta et Kohn, 2004). Il peut alors y avoir développement de la tumeur 
pnmatre. 
À la suite de la formation de la tumeur primaire, les cellules tumorales commencent 
normalement à se dédifférencier. Les intégrines à la surface des cellules tumorales 
activent les kinases ILK et F AK. La kinase F AK, une fois activée, induit l'expression de 
v-Src qui phosphoryle la E-cadhérine pour stimuler son internalisation. La kinase ILK 
active induit plutôt l'expression de Snail, un inhibiteur de la E-cadhérine (Peinado et al, 
2004 ; Guo et Giancotti, 2004). Ainsi, il y aura une perte d'adhésion entre les cellules, 
premier pré-requis pour l'invasion tumorale (Patter et al, 1999). 
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Les cellules tumorales peuvent ensuite expnmer des marqueurs de cellules 
mésenchymales tels que la vimentine, une molécule du cytosquelette (Zavadil et 
Bottinger, 2005). On remarque aussi un remodelage du cytosquelette d'actine. Les 
cellules vont alors commencer à migrer dans le tissu vers les vaisseaux sanguins. Il y 
aura d'abord formation de filipodes dans la direction de la migration. Puis, les filipodes 
fusionneront pour former des lamellipodes avec lesquels apparaîtront les foyers 
d'adhésion et les fibres de stress d'actine (Guo et Giancotti, 2004). C'est le début de 
l'invasion tumorale. 
À ce mveau, les cellules peuvent utiliser deux principaux types de migration : la 
migration de type mésenchymal et la migration de type amoeboïde. Au début du 
processus d'invasion, les cellules utilisent souvent une migration mésenchymale qui 
nécessite la collaboration des intégrines et de la MTl-MMP (Wolf et al, 2003). Elles 
peuvent migrer de façon individuelle ou en groupe, mais le déplacement en groupe de 
cellules nécessite la présence minimale de cadhérines au niveau des jonctions 
intercellulaires (Hegerfeldt et al, 2002 ; Friedl, 2004). L'invasion mésenchymale requiert 
non seulement l'intervention des métalloprotéases, mais aussi celle de la calpaïne 2 pour 
le remodelage de la matrice extracellulaire (Carragher et al, 2006). Ce sont 
principalement les fibres de collagène qui seront dégradées pour céder le passage aux 
cellules tumorales (Wolf et al, 2003). 
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Lorsque les cellules perdent l'expression des intégrines à la surface cellulaire ou qu'il y a 
présence de plusieurs inhibiteurs de protéases, elles peuvent passer à une migration de 
type amoeboïde (Wolf et al, 2003 ; Sahai et Marshall, 2003 ; Friedl, 2004 ; Carragher et 
al, 2006). Ce type de migration nécessite l'induction de la voie de signalisation de 
RhoA/ROCK (Sahai et Marshall, 2003 ; Cardone et al, 2005 ; Wyckoff, 2006). Cette 
signalisation mène à la migration cellulaire par deux voies. Premièrement, RhoA peut 
activer Limk-2 qui inhibe la cofiline-1. Ceci permet la désorganisation des filaments 
d'actine dans la cellule (Moustakas et Heldin, 2005). Deuxièmement, il peut se former 
un module de signalisation dans les pseudopodes. Ce module est formé par RhoA, 
ROCK, p38 et NHEl. Cette voie d'invasion est rencontrée dans le cancer du sein. 
Lorsque les cellules sont privées de sérum, la kinase PKA s'active et phosphoryle la 
kinase RhoA qui est alors inactivée. Il y a donc inactivation de ROCK et ensuite de p38, 
un répresseur de NHEl. Ceci permet donc l'activation de NHEl et la formation 
subséquente d'un pseudopode qui induit la migration des cellules (Cardone et al, 2005). 
Dans la migration amoeboïde, les cellules exercent une pression sur les fibres de 
collagène de la matrice pour induire une déformation de celles-ci (Wyckoff, et al, 2006 ; 
Fukui, 2002). Il peut y avoir formation d'eupodes, des structures d'adhésion riches en 
actine, en myosine IB, en a-actinine et en coronine (Fukui et al, 1997), au niveau des 
pseudopodes et des lamellipodes pour faciliter l'interaction des cellules avec la matrice 
extracellulaire (Fukui et al, 1999 ; Fukui, 2002). Les eupodes sont responsables de 
l'adhésion des cellules à leur substrat (Fukui, 2002). Le mécanisme d'action des eupodes 
n'est pas connu, mais ceux-ci semblent simplement s'insérer dans le susbtrat tel un pied 
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pointé en faisant interargir leurs structures d'actine avec celles des lamellipodes et les 
différentes protéines structurales présentes telles que l' a-actinine et la myosine (Fukui et 
Inoué, 1997 ; Fukui, 2002). Pendant tout le processus de migration, les cellules 
expriment des glycans de sialyl qui permettent leur dissociation de la tumeur primaire 
(Fuster et Esko, 2005). 
La migration des cellules les mène éventuellement à un vaisseau sanguin. Pour 
poursuivre leur progression, les cellules doivent procéder à l'intravasation (Guo et 
Giancotti, 2004). Il s'agit encore d'un processus d'invasion, mais cette fois-ci, on 
observe une migration mésenchymale puisque la membrane basale des vaisseaux 
sanguins doit être dégradée pour que les cellules entrent dans la circulation (Wolf et al, 
2003 ; Guo et Giancotti, 2004 ; Carragher et al, 2006). À cette étape, les cellules 
tumorales interagissent avec la matrice par des intégrines et des lgCAMs à leur surface 
membranaire (Christofori, 2003). 
Une fois entrées dans un vaisseau sanguin, les cellules tumorales peuvent interagir avec 
les plaquettes. Les cellules tumorales expriment en général des Sialyl de Lewis de deux 
types : Sialyl Lex et Sialyl Lea. Ces sucres particuliers sont reconnus par la E-sélectine 
et la P-sélectine qui se retrouvent à la surface des plaquettes (Fuster et Esko, 2005). C'est 
donc l'interaction entre ces sucres uniques des cellules tumorales et les sélectines qui 
permet la migration des cellules tumorales à l'intérieur des vaisseaux sanguins (Kannagi 
et al, 2004 ; Fuster et Esko, 2005). Elles migrent sous la forme d'agrégats constitués de 









les plaquettes et les leucocytes 
Figure 10 : Progression tumorale. Adaptée de Guo, W. et F. G. Giancotti, 2004 
La progression tumorale se divise en plusieurs étapes. Il y a d'abord prolifération d'une cellule ayant un 
avantage de prolifération et de survie. Ensuite, il y a invasion tumorale, intravasation et association des 
cellules tumorales avec les plaquettes et les leucocytes circulant, extravasation et métastases. On retrouve 
de l'angiogénèse au cœur de la tumeur et dans les métastases. 
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Adaptée de Christofori, G., 2003 
Figure 11 : Implication des molécules d'adhésion dans la progression tumorale. Les 
intégrines, les cadhérines, les IgCAMs et les sélectines sont des éléments importants dans la prolifération, 
l ' invasion, la motilité et la survie des cellules tumorales et ce, tout au long de la progression tumorale. 
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C'est ensuite le processus d'extravasation. À cette étape, les cellules tumorales 
produisent normalement des Sialyls de Lewis incomplets (Sialyl Lea/x). Ce sucre est 
reconnu par la E-sélectine présente à la surface des cellules endothéliales activées 
(Kannagi et al, 2004). L'interaction entre le Sialyl de Lewis incomplet et la E-sélectine 
permet l'adhésion des cellules tumorales à l'endothélium vasculaire. Cette adhésion peut 
être renforcée par la présence de lgCAMs à la surface des cellules tumorales (Christofori, 
2003). À la suite de cette adhésion ferme, les cellules recommencent à migrer. Il y a 
alors extravasation et invasion d'un nouveau tissu par une migration de type amoeboïde 
et formation d'une métastase (Deryugina et Quigley, 2006). 
Une métastase est en fait une tumeur secondaire. Elle est formée par les cellules 
invasives de la tumeur primaire qui ont atteint un nouveau site où elles continuent de 
proliférer (Couzin, 2003). On y retrouve donc le même type d'interactions 
intercellulaires et d'interactions entre les cellules et la matrice extracellulaire que dans la 
tumeur (Guo et Giancotti, 2004). 
Les cellules se trouvant au centre de la tumeur solide et dans les métastases risquent de 
manquer d'oxygène et de nutriments. La condition hypoxique de ces cellules induit le 
processus d'angiogénèse par le facteur HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor) (Carmeliet et 
al, 1998 ; Ryan et al, 1998 ; Richard et al, 1999). L'angiogénèse est la formation de 
nouveaux vaisseaux sanguins. Il existe deux types d'angiogénèse. Le premier type est 
dépendant de l'hypoxie. Dans un environnement où la concentration en oxygène est très 
faible, le facteur HIF-1, constitué des sous-unités a et ~' est stabilisé. Ce facteur de 
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transcription peut induire l'expression de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), 
un facteur important dans le développement des vaisseaux sanguins (Ryan et al, 1998 ; 
Frantz et al, 2005). Il y a alors formation de nouveaux vaisseaux pour irriguer les cellules 
tumorales et métastatiques. Le deuxième type d'angiogénèse est appelé angiogénèse 
native. Ce type d'angiogénèse est moins connu. Le processus implique encore le VEGF, 
mais est indépendant de l'hypoxie. Certaines tumeurs sécrètent un niveau basal de VEGF 
sans l'aide du facteur de transcription HIF-1. Ces tumeurs peuvent induire l' angiogénèse 
en absence d'hypoxie (Cao et al, 2005b). 
Le processus de progression tumorale est résumé à la figure 1 O. 
Les interactions intercellulaires et entre les cellules tumorales et leur environnement sont 
essentielles pour qu'il y ait progression tumorale. Les intégrines, les IgCAMs, les 
cadhérines et les sélectines sont des éléments clés du processus (Christofori, 2003). Les 
implications de ces molécules d'adhésion sont représentées à la figure 11. 
1.3 Le cancer et la furine 
La furine est impliquée dans le processus de tumorigénèse à différents niveaux. Elle peut 
augmenter le caractère invasif des tumeurs, favoriser la croissance tumorale et stimuler 
l'angiogénèse. Elle exerce ces fonctions en maturant divers acteurs impliqués dans la 
tumorigénèse tels que l'IGF-lR impliqué dans la prolifération des cellules et donc la 
croissance tumorale, la MTl-MMP impliquée dans l'invasion cellulaire par le 
remodelage de la matrice extracellulaire et donc dans l'incidence des métastases et le 
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VEGF-C impliqué dans la cr01ssance des vaisseaux lymphatiques et donc dans la 
lymphagiogenèse des cellules tumorales (Bassi et al, 2000 ; Bassi et al, 2005). 
La furine permet l'activation de la MTl-MMP qui est impliquée dans l'activation de 
plusieurs métalloprotéases telles que la MMP-2 et la MMP-9. Ces métalloprotéases 
dégradent certains constituants de la matrice extracellulaire pour permettre la migration 
des cellules (Bassi et al, 2003 ; McMahon et al, 2003). Il s'agit d'une migration 
mésenchymale, type de migration utilisé par les cellules tumorales pour atteindre la 
circulation sanguine et entrer dans les vaisseaux sanguins (Wolf et al, 2003). Dans ce 
contexte, la furine peut augmenter l'agressivité des tumeurs. 
La MTl-MMP est aussi impliquée dans la maturation des intégrines de la famille av à 
titre de convertase d'intégrine. Elle clive les intégrines à deux endroits et ce, en 
compétition avec la furine. Les intégrines av maturées par la MTI-MMP induisent 
l'adhésion et la migration des cellules sur la vitronectine de la matrice extracellulaire, ce 
qui permet une plus forte incidence des métastases (Ratnikov et al, 2002 ; Deryugina et 
al, 2002). Dans ce contexte, la furine a des fonctions opposées selon sa concentration. À 
de faibles concentrations, elle mature la MTl-MMP et favorise ainsi le développement de 
métastases par la maturation subséquente des intégrines av par la MTI-MMP. Par contre, 
en plus forte concentration, les intégrines av seront préférentiellement maturées par la 
furine ce qui aura pour effet d'inhiber le caractère invasif des cellules tumorales 
(Ratnikov et al, 2002 ; Deryugina et al, 2002). 
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La furine est co-exprimée avec le VEGF, un facteur de croissance des vaisseaux 
sanguins, dans les cellules cancéreuses dont les cellules de carcinome squameux de la 
langue (L6pez de Cicco et al, 2004). Il a été démontré que la furine, tout comme la PC5 
et la PC7, peut maturer le VEGF-C. Cette maturation du VEGF permet d'induire la 
lymphangiogénèse au cœur des tumeurs primaires et des métastases (Seigfried et al, 
2003).La farine peut également maturer le PDGF-A, un facteur de croissance impliqué 
dans la formation des vaisseaux sanguins. À la suite de sa maturation par la furine, le 
PDGF-A induit la prolifération des cellules en leur permettant de passer de la phase G 1 
du cycle cellulaire à la phase S (Seigfried et al, 2003). 
L'autotaxine ou NPP2 (Nucleotide Pyrophosphatase!Phosphodiesterase 2), une 
lysophospholipase D extracellulaire impliquée dans la tumorigénèse, est aussi activée par 
la furine. L'autotaxine induit la prolifération cellulaire par la voie de Ras, la survie 
cellulaire par l'activation de la protéine kinase B et l'invasion cellulaire par les voies de 
RhoA et Rac. Toutes ces fonctions sont en fait remplies par l'acide lysophosphatidique 
(LPA) issu de l'hydrolyse de la lysophosphatidylcholine par l'autotaxine (Jansen et al, 
2005). 
La furine est aussi impliquée dans la formation des métastases osseuses. Elle agit au 
niveau de la maturation de certaines sémaphorines de classe 3. La plupart des 
sémaphorines ne sont pas impliquées dans le processus métastatique. En fait, Sema3A et 
Sema3F inhibent l'angiogénèse. Par contre, Sema3E, qui est activée par la furine, induit 
l'invasion cellulaire et la formation de neurites. On la retrouve spécifiquement associée à 
la formation des métastases osseuses (Christensen et al, 2005). 
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La furine est fortement impliquée dans la formation des métastases et confère un 
caractère agressif aux tumeurs. Elle constitue donc une cible thérapeutique intéressante. 
En effet, l'inhibition de la furine est associée à une diminution de l'agressivité des 
tumeurs et une inhibition du caractère invasif (Bassi et al, 2001 ; Mercapide et al, 2002 ; 
Lapez de Cicco et al, 2005). 
La furine a comme autre substrat le TGFP qui est impliqué dans la tumorigénèse à tous 
les niveaux. 
1.4 Le TGF{J et le cancer 
Le TGFP est impliqué dans plusieurs néoplasies dont le cancer du cerveau, des poumons, 
du sein, de l'estomac, de l'œsophage, du foie, du pancréas, de la peau, les lymphomes et 
les cancers génito-urinaires. Dans tous ces cancers, on retrouve des mutations dans la 
voie du TGFP soit au niveau des récepteurs, des Smads ou du TGFP lui-même. Ces 
mutations sont souvent associées à un mauvais pronostic (Pasche, 2001). 
Le rôle du TGFP dans le cancer change en fonction du stade atteint. Au début du 
développement d'un cancer, le TGFP a un effet protecteur. Il peut inhiber la prolifération 
(Ten Dijke et al, 2002 ; Wilkes et al, 2005 ; Khalil et al, 2005 ; Huang et Huang, 2005) 
des cellules tumorales, induire l'apoptose (Dijke et al, 2002 ; Moustakas et Heldin, 2005) 
et assurer une stabilité génomique (Roberts et Wakefield, 2003). 
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Par contre, dans les stades plus avancés de la carcinogénèse, le TGFP promeut plutôt la 
progression tumorale et la formation de tumeurs. En effet, le TGFP peut induire la 
dédifférenciation des cellules tumorales (Gotzmann et al, 2002 ; Huber et al, 2005 ; 
Zavadil et Büttinger, 2005 ; Medici et al, 2006), augmenter l'invasion et la motilité (Yu et 
Stamenkovic, 2000 ; Dumont et al, 2003 ; Xu et al, 2006 ; Leivonen et al, 2006) de ces 
mêmes cellules et promouvoir la survie cellulaire (Roberts et Wakefield, 2003). Il peut 
également stimuler l'angiogénèse (Yu et Stamenkovic, 2000 ; Lu et al, 2004) dans 
l'environnement tumoral et induire l'immunosuppression (Zhang et al, 2006). Ces rôles 
opposés du TGFP sont observés dans plusieurs développements tumoraux dont le cancer 
du sein (Tang et al, 2003 ; Muraoka-Cook et al, 2005). La figure 12 illustre les rôles 
opposés du TGFP dans la tumorigénèse. 
Le TGFP peut inhiber l'expression de la E-cadhérine au niveau des jonctions entre les 
cellules et induire ainsi la dédifférenciation des cellules (Gotzmann et al, 2002 ; 
Gotzmann et al, 2006). Le TGFP semble agir en collaboration avec la voie du PDGF à ce 
niveau, du moins chez les hépatocytes (Gotzmann et al, 2006). En effet, à la suite d'une 
stimulation par le TGFp, on remarque une surexpression de certaines protéines dans la 
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Figure 12 : Rôles du TGFP dans la tumorigénèse. Le TGFP peut inhiber la progression 
tumorale en inhibant la croissance cellulaire, en favorisant l'apoptose et en assurant la stabilité génomique. 
Par contre, il peut favoriser la progression tumorale en développant l'immunosuppression, en induisant 
l'angiogénèse, l' invasion et la motilité cellulaire, en favorisant la survie cellulaire et en initiant la 
dédifférenciation des cellules. De plus, on constate que la réponse au TGFP diminue au cours de la 
progression tumorale alors que son expression et son activation augmentent. 
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À la suite de la perte de leurs jonctions cellulaires, les cellules se dédifférencient jusqu'à 
un type mésenchymal. Le TGFP est encore impliqué dans les étapes subséquentes de 
transition d'un type cellulaire épithélial à un type mésenchymal. Il peut induire 
l'expression de Snail, un inhibiteur de la E-cadhérine, et inhiber l'expression de la 
GSK3 p permettant ainsi 1' expression de la P-caténine et ensuite de LEF-1. Le complexe 
Snail :LEF-1 est important dans le processus de dédifférenciation cellulaire (Medici et al, 
2006). 
Une fois dédifférenciées, les cellules acquièrent un avantage de prolifération, de motilité 
et d'invasion. Le TGFP peut induire la prolifération des cellules par la signalisation 
initiée par le complexe des récepteurs Tj3R-I :Tj3R-II (Huang et Huang, 2005). Plus 
précisément, le TGFP induit la prolifération cellulaire, entre autres des cellules 
fibroblastoïdes, par la voie de p38 et de JNK (Khalil et al, 2005). De plus, dans certains 
cancers, les cellules acquièrent un avantage de prolifération par la perte de la réponse au 
TGFj3. Cette perte de réponse peut être imputable à des mutations comme c'est le cas 
dans certains cancers du colon où le Tj3R-II est muté. Dans ce cas, le TGFP ne peut pas 
inhiber la prolifération par la modulation de c-Myc ou l'expression de régulateurs du 
cycle cellulaire dont p2 l et p 15 (Grady et al, 2006). 
Le TGFj3 peut aussi stimuler la motilité cellulaire. Dans des cellules de cancer du sein, 
lorsque l'on exprime un récepteur de type II non fonctionnel, la motilité est 
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significativement réduite. Toutefois, cette fonction du TGF~ semble indépendante de la 
voie des Smads et le mécanisme exact n'est pas encore connu (Dumont et al, 2003). 
Pour ce qui est de l'invasion tumorale, le TGFP peut faciliter la migration de type 
mésenchymal de plusieurs façons. D'abord, il peut augmenter l'expression de certaines 
métalloprotéases dont la MMP-13 par la voie des Smads (Leivonen et al, 2006) et la 
MMP-2 par la voie de p38 (Xu et al, 2006). Ces métalloprotéases sont impliquées dans la 
dégradation du collagène présent dans la matrice extracellulaire, ce qui facilite l'invasion 
des cellules tumorales vers la circulation sanguine. li est à noter que dans certains cas, le 
TGFP peut inhiber l'invasion tumorale par l'induction d'un inhibiteur des 
métalloprotéases, soit TIMP-1 (Kwak et al, 2006). C'est le cas des cellules de 
fibrosarcome humain HTI 080. 
Tel que déjà mentionné dans les sections précédentes, le TGFP est également un 
inducteur de l'angiogénèse par la balance entre les récepteurs ALK-1 et ALK-5. 
D'ailleurs, à la suite d'une stimulation constitutive par le TGFP chez des souris, une 
colocalisation du récepteur ALK-1, du marqueur de vaisseaux sanguins CD3 l et des R-
Smads 1, 5 et 8 phosphorylés est observée (Lu et al, 2004). En effet, lors de la formation 
de nouveaux vaisseaux sanguins, le récepteur ALK-1 induit la prolifération des cellules 
endothéliales et la production de TGFP par ces mêmes cellules par l'activation des R-
Smads 1, 5 et 8 alors que le récepteur ALK-5 favorise la différenciation des cellules 
endothéliales et des péricytes en activant les R-Smads 2 et 3 (Armulik et al, 2005). 
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Le TGFP est fortement associé au développement des métastases. Par exemple, une forte 
expression de TGFP dans les tumeurs mammaires est associée à un important 
développement de métastases (Muraoka-Cook et al, 2004). Toujours dans le cancer du 
sein, le TGFP produit par les os peut induire la production de COX-2 (Cyclooxygénase-2) 
dans les cellules tumorales et ainsi favoriser le développement de métastases osseuses 
(Hiraga et al, 2006). 
Le TGFP étant aussi fortement impliqué dans le développement tumoral, il constitue une 
cible thérapeutique intéressante. Deux voies de traitements ont particulièrement été 
étudiées, soit l'inhibition du TGFP par des ARNs d'interférence et l'inhibition des 
récepteurs du TGFp. L'utilisation d' ARN d'interférence pour bloquer les effets du TGFP 
a été testée dans des modèles de gliomes chez le rat et la souris. Dans les deux cas, 
l'inhibition du TGFP a permis de réduire la croissance et l'invasion tumorale, voire 
d'éradiquer les tumeurs (Fakhrai et al, 1996 ; Friese et al, 2004). Par contre, chez les 
cellules de glioblastome U-87, le TGFP semble inhiber la croissance tumorale de façon 
autocrine. Il aurait donc un effet protecteur contre le développement du cancer (Pan et al, 
2005). 
Le blocage de la voie du TGFP par des récepteurs mutés dominants négatifs ou des 
inhibiteurs du TPR-1, tel le SD-208, a aussi été testé dans une optique thérapeutique. 
Dans les deux cas, une diminution de l'invasion et des métastases a été observée. Cette 
méthode semble inhiber la croissance et l'invasion tumorale des cellules gliales humaines 
(Uhl et al, 2004). Elle permet aussi de réduire la formation de métastases osseuses et 
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pulmonaires chez des modèles de souris (Bandyopadhyay et al, 2006). Enfin, elle 
interfère dans le développement du cancer de la prostate indépendant de l'androgène 
(Zhang et al, 2005). 
Bien que dans la majorité des cas les thérapies ciblant le TGFP semblent efficaces, elles 
sont à envisager avec prudence. Le TGFP est important dans l'homéostasie (Fleisch et al, 
2006). De plus, dans les stades précoces du cancer, il agit en tant que suppresseur de 
tumeurs et des mutations dans la voie du TGFP sont souvent synonymes de mauvais 
pronostic, entre autres dans le cancer du côlon (Grady et al, 2006). Il faut aussi prendre 
en considération que les effets néfastes du TGFP apparaissent dans les stades tardifs du 
cancer où les cellules répondent moins bien à celui-ci (Roberts et Wakefield, 2003). 
Néanmoins, un bloqueur du TGFP inhiberait à la fois ses effets paracrines et ses effets 
autocrines. La résultante devrait donc être efficace, du moins en théorie, contre le 
développement des tumeurs (Arteaga, 2006). 
1.5 Objectif et pertinence du projet de recherche 
L'environnement tumoral constitue un foyer inflammatoire dans lequel on retrouve 
différents acteurs dont des cytokines, des chimiokines et de l'hypoxie. Tous ces acteurs 
sont impliqués dans la progression tumorale. D'abord, l'hypoxie induit la stabilisation du 
facteur de transcription HIF-1 (Ryan et al, 1998 ; Frantz et al, 2005). Il a été démontré au 
laboratoire que ce facteur peut stimuler l'expression de la furine, une convertase de 
proprotéines impliquée dans la maturation de nombreuses protéines, dont des facteurs de 
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croissance, ayant une activité importante dans le cancer (McMahon et al, 2005). Elle est 
entre autre impliquée dans la maturation de la cytokine TGFP (Dubois et al, 1995 ; 
Dubois et al, 2001 ), de la métalloprotéase MTI-MMP (Sato et al, 1996) et des facteurs de 
croissance VEGF-C (Siegfried et al, 2003) et PDGF (Seigfried et al, 2003). L'action 
combinée de tous ces facteurs induit la progression tumorale en favorisant la 
prolifération, l'invasion, l'angiogénèse et la formation de métastases distantes (McMahon 
et al, 2005). La furine est donc un promoteur indirect de la progression tumorale. 
Le TGFP est aussi impliqué dans plusieurs cancers. Selon le stade atteint par la tumeur, il 
peut avoir des effets protecteurs ou promoteurs (Pardali et Moustakas, 2006 ; Jakowlew, 
2006). Il est connu que la furine est responsable de la maturation du TGFp, étape 
préliminaire à l'activation de celui-ci (Dubois et al, 1995; Dubois et al, 2001). On peut 
donc supposer que le TGFP est en partie responsable du rôle de la furine dans la 
tumorigénèse. Le but de ce projet de recherche est de déterminer le rôle de la maturation 
du TGFP par la furine dans la tumorigénèse. Plus précisément, il s'agit d'une part de 
vérifier si la maturation du TGFP par la furine lui confère un rôle protecteur ou 
promoteur sur la progression tumorale et d'autre part de vérifier si le TGFP est 
responsable des effets associés à la furine dans ce même processus. 
Pour ce faire, des transfectants stables exprimant la forme sauvage du TGFP ou la forme 
mutée au site de clivage par la furine ont été utilisés. Des transfectants stables exprimant 
la forme sauvage ou la forme constitutivement active du récepteur TPR-1 et/ou exprimant 
un inhibiteur de la furine, le PDX , ont également servi à l'étude. Afin de caractériser le 
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rôle de la furine dans la manifestation des effets du TGF~ sur les cellules cancéreuses et 
la contribution du TGF~ aux effets de la furine sur ces mêmes cellules, la capacité de 
prolifération, de dédifférenciation, d'adhésion, d'invasion et de motilité des divers 
transfectants stables a été comparée in vitro. Afin de confirmer les observations faites in 
vitro, un modèle de progression tumorale in vivo a été réalisé en injectant des pools de 
transfectants stables exprimant la forme sauvage du TGF~ ou sa forme mutée au site de 
clivage par la furine chez des souris nu/nu. La croissance tumorale a été observée chez 
ces souris et l'induction de la voie des Smads a été caractérisée chez chaque tumeur. 
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2. Matériel et méthode 
2. 1 Culture de cellules 
Les cellules de fibrosarcome humain HT1080 (ATCC, Rockville, Maryland, U.S.A.) ont 
été cultivées dans du milieu MEM (Minimum Essential Medium) (Gibco BRL, 
Burlington, Ontario, Canada) contenant 10 % de sérum de veau fœtal(Hyclone, Logan, 
Utah, U.S.A.) et 40 µg/ml de gentamicine (Sandoz Canada, Québec, Canada). Les 
lignées transfectées de façon stable ont été maintenues dans le même milieu avec 
l'antibiotique de sélection généticin 418 (G-418) (Gibco BRL) à une concentration de 
600 µg/ml. 
Les cellules épithéliales HEK 293 (A TCC) et HepG2 (ATCC) ont été cultivées dans les 
mêmes conditions que les cellules HTI 080. Les cellules NIH 3T3 (A TCC) ont pour leur 
part été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco 's Modified Eagle Medium) (Gibco 
BRL) contenant également 10% de sérum fœtal de veau et 40 µg/ml de gentamicine. 
Toutes les lignées ont été conservées dans un incubateur dont la température était régulée 
à 37°C et le taux de C02 à 5%. 
2.2 Transfections stables 
Les cellules HT1080 ont été transfectées de façon stable avec les différents plasmides 
présentés au tableau V. Les cellules ont d'abord été ensemencées en raison de 5,0 X 105 
cellules par boîte de pétri de 1 OO X 20 mm (Sarstedt, Montréal, Québec, Canada). Le 
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lendemain, elles ont été transfectées par précipitation au CaP04 à l'aide de la trousse 
Mammalian Cel! Transfection (Chemicon International, Temecula, Californie, U.S.A.). 
La transfection a été réalisée selon les indications du manufacturier. Quarante-huit 
heures après la transfection, les cellules ayant intégré le plasmide ont été sélectionnées 
par l'ajout de 1,2 mg/ml de G-418 dans le milieu. Les cellules ont été maintenues avec 
cette forte concentration d'antibiotique jusqu'à ce qu'il se forme suffisamment de 
colonies pour pouvoir les passer à 2 reprises. Ensuite, elles ont été maintenues dans du 
milieu contenant 600 µg/ml d'antibiotique de sélection. 
Tableau V : Transfectants stables représentés par le nom du plasmide correspondant 
Transfectants stables Impacts escomptés 
pcDNA 3.1 Contrôle 
CMV-TGFl3 de type sauvage Surexpression du TGFl3 
CMV-TGFJ3275AHRA278 Inhibition de l'effet du TGFJ3 suite à une 
réduction de sa maturation 
TJ3RlT204D Induction de la signalisation de façon 
indépendante au ligand TGFJ3 (récepteur 
constitutivement actif) 
T13Rl de type sauvage Surexpression du Tl3RI 
CMV-PDX Inhibition de la maturation des substrats 
de la furine 
CMV-PDX/CMV-TGFp de type sauvage Inhibition de la maturation du TGFJ3 par 
la furine 
CMV-PDX/TpR-1 uu4 u Reconstitution de l'activité du TGFS 
2.3 Construction des vecteurs d'expression 
Les gènes TPRI de type sauvage et TPRI constitutivement actif ont été clonés dans le 
vecteur pcDNA 3.1 avant d'être utilisés. Les deux gènes étaient contenus dans le vecteur 
pCMV5 avec lequel il a été impossible de former des pools de transfectants stables. En 
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effet, le taux de mortalité était de 100% après quelques jours de traitement avec 
l'antibiotique de sélection. Les plasmides d'origine et le vecteur pcDNA3.l ont donc été 
digérés avec les enzymes de restriction EcoRI (New England Biolabs, Pickering, Ontario, 
Canada) et BamHI (New England Biolabs). Le produit de ces digestions a été migré sur 
un gel d'agarose 1 % (Wisent, St-Bruno, Québec, Canada) contenant 0,33 µg/ml de 
bromure d'éthidium (Sigma, Springfield, U.S.A.) et les bandes correspondant aux gènes 
d'intérêt et au vecteur linéarisé ont été extraites à l'aide de la trousse Q!Aquick Gel 
Extraction (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada). Une ligation de 1 heure à la 
température ambiante par la ligase T4 (New England Biolabs) a permis de liguer les 
constructions. Les plasmides ainsi obtenus ont été vérifiés par une digestion avec 
l'enzyme de restriction Smal (New England Biolabs) et par séquençage après leur 
amplification. 
Le gène PDX, possédant un promoteur CMV, a été cloné dans le vecteur 
pcDNA3.l/Hygro fourni par le laboratoire du Dr Day. Le gène PDX et son promoteur 
CMV ont été excisés du vecteur pcDNA3.l par une digestion avec les enzymes de 
restriction Nhel (New England Biolabs) et Aflll (New England Biolabs). Le vecteur 
pcDNA3.1/Hygro a été digéré avec ces mêmes enzymes. Le résultat des digestions a été 
migré sur un gel d'agarose 1 % contenant 0,33 µg/ml de bromure d'éthidium (Sigma). 
Les bandes correspondant au gène et au vecteur vide linéarisé ont été extraites à l'aide de 
la trousse QIAquick Gel Extraction. Le gène a ensuite été ligué dans le vecteur à l'aide 
de la ligase T4 pendant une heure à la température ambiante. La construction a été 
vérifiée par une digestion avec l'enzyme de restriction Sali (New England Biolabs) après 
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son amplification. Ce vecteur, contenant le gène de résistance à l'hygromycine, a été 
utilisé pour créer des lignées de transfectants stables doubles, soit exprimant à la fois le 
CMV-PDX et le CMV-TGFP ou le TPR-1T2040 possédant plutôt le gène de résistance au 
généticin. 
Le mutant CMV-TGFp275AHRAZ7s a été créé à l'aide de la trousse Phusion™ High-Fidelity 
PCR (New England Biolab) selon les indications du fabricant. Quatre oligonucléotides 
ont été utilisés (la séquence portant la mutation a été soulignée) : 
1. TGF-F: 5'-cgatacctcagcaacc-3' (Oligonucléotide sens du TGFP) 
2. TGF-R: 5'-gttatccctgctgtcac-3' (Oligonucléotide anti-sens du TGFP) 
3. TGFMUT-F: 5 '-cccagcatctgcaaagctccgcccaccgcgccgccctggacacaaactattg-3' 
(Oligonucléotide sens portant la mutation) 
4. TGFMUT-R : 5 '-caatagttggtgtccagggcggcgcggtgggcggagctttgcagatgctggg-3' 
(Oligonucléotide anti-sens portant la mutation) 
En fait, trois réactions de PCR ont été réalisées. La première réaction a permis 
d'amplifier la portion 5' du gène de l'extrémité jusqu'à la mutation. Pour ce faire, les 
oligonucléotides TGF-F et TGFMUT-R ont été utilisés. Par la suite, la seconde réaction 
a permis d'amplifier la deuxième partie du gène, soit la portion comprise entre la 
mutation et l'extrémité 3'. Cette fois, ce sont les oligonucléotides TGFMUT-F et TGF-R 
qui ont été utilisés. Les résultats de ces deux réactions de PCR ont été migrés sur un gel 
d'agarose l % contenant 0,33 µg/ml de bromure d'éthidium. Les bandes correspondant à 
71 
chacune des portions du gène d'intérêt ont été extraites à l'aide de la trousse QIAquick 
Gel Extraction. L' ADN ainsi extraite a été utilisée dans une autre réaction de PCR. 
Cette dernière réaction de PCR a permis à la fois de liguer les deux portions partielles du 
gène et d'amplifier ce dernier. Ce sont les oligonucléotides TGF-F et TGF-R qui ont été 
utilisés pour y parvenir. Le résultat de cette dernière réaction de PCR a été migré sur un 
gel d'agarose 1 % contenant 0,33 µg/ml de bromure d'éthidium. La bande correspondant 
au CMV-TGFp275AHRA278 été extraite à l'aide de la trousse QIAquick Gel Extraction et 
l 'ADN ainsi obtenu a été digéré avec les enzymes de restrictions Xhol et Aflll (New 
England Biolab) 
Le produit de la digestion a été ligué dans le vecteur pcDNA3. l linéarisé contenant un 
promoteur CMV à l'aide de la ligase T 4 pendant 15 minutes à la température de la pièce, 
puis 16 heures à 4 °C. Suite à son amplification, la construction a été vérifiée par 
digestion avec l'enzyme de restriction Xhol et par séquençage. 
2.4 lmmunobuvardage de type Western 
2.4.1 Préparation des cellules 
Afin de vérifier l'expression des transgènes dans les cellules et la fonctionnalité de la 
voie des Smads, des buvardages de type Western pour ces transgènes et la forme 
phosphorylée de Smad2 ont été réalisés. L'expression de l'actine et de Smad2 a été 
vérifiée de la même façon à titre de contrôle. Pour ce faire, les cellules ont été 
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ensemencées 48 heures avant l'essai à raison de 5,0 X 105 cellules par boîte de pétri de 
1 OO X 20 mm. Seize heures avant l'essai, les cellules ont été sevrées par un lavage au 
PBS et l'ajout de milieu sans sérum. 
2.4.2 Préparation des surnageants 
Le milieu de chaque boîte de pétri a été récupéré et centrifugé à 2000 rpm afin de retirer 
tous les débris et cellules mortes. Les surnageants ainsi obtenus ont ensuite été dialysés 
et lyophilisés. 
La dialyse a été réalisée dans des membranes à dialyse pour des protéines de 6 000 à 
8 000 Da (Spectrum Laboratories, Californie, U.S.A.). Les membranes ont été bouillies 
dans une solution de bicarbonate de sodium (Fisher Scientific, New Jersey, U.S.A.) à 2 % 
contenant 1 mM d'EDTA pendant 10 minutes puis dans une deuxième solution ne 
contenant que 1 mM d'EDTA pendant encore 10 minutes. Les membranes contenant les 
surnageants ont été déposées dans une solution d'acide acétique glacial (Fisher Scientific) 
à 0,2 M pendant 20 heures avec agitation à 4°C. 
Les sumageants dialysés ont été transférés dans des tubes, congelés 30 minutes à -20°C, 
puis 1 heure à -80°C. Ils ont ensuite été lyophilisés dans un lyophilisateur Freezone 6 
(Labconco, Kansas, Missouri, U.S.A.) pendant 24 heures. Les culots obtenus ont été 
resuspendus dans 18 µl de tampon concentrateur (0,5 M de Tris-Base et 0,4% de SDS, 
pH 6,8) avant d'être dosés. 
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2.4.3 Préparation des lysats protéiques 
Une fois les sumageants récupérés, les cellules ont été lavées 2 fois avec une solution 
saline froide tamponnée au phosphate (PBS). Les cellules ont été récupérées dans 35 µl 
de tampon de lyse Ripa (0, 15 M NaCl, 50 mM Tris-HCI, 1 % NP-40, 0, 1 % SDS, 5 mM 
EDTA, 0,5% déoxycholate de sodium) contenant un cocktail d'inhibiteurs de protéases 
(Mini Complete Protease lnhibitors Cocktail) (Roche Diagnostique, Laval, Québec, 
Canada) à l'aide de grattoirs en plastique. Les échantillons protéiques ainsi obtenus ont 
été agités sur un appareil rotatoire à 4 °C pendant 30 minutes puis centrifugés à 13 000 
rpm pendant 30 minutes à 4°C. Les surnageants obtenus, contenant les protéines, ont été 
conservés et dosés. 
2.4.4 Dosage des protéines 
Les protéines des lysats et des surnageants ont été dosées à l'aide de la trousse de dosage 
à l'acide bicinchoninique BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, U.S.A.) selon les 
indications du manufacturier. L'acquisition des données a été faite à l'aide du 
programme Softmax Pro fourni avec le lecteur de plaque. 
2.4.5 Buvardage de type Western 
Une fois dosé, 150 µg de protéines pour chaque échantillon a été pris pour l'essai. Les 
échantillons de sumageants ont été mélangés avec le tampon de chargement 2X (1,25 M 
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Tris-HCl, 4, 1 % SOS, 20% glycérol, 10% ~-mercaptoéthanol, pH 6,8) dans un rapport 
1 :1 alors que les échantillons de lysats l'ont été avec le tampon de chargement 6X (3,75 
M Tris-HCI, 12,3% SOS, 60% glycérol, 30% ~-mercaptoéthanol) dans un rapport 5 :1. 
Ensuite, les échantillons ont été bouillis pendant 5 minutes, puis ont été déposés sur glace 
pendant 2 minutes afin d'être refroidis avant d'être chargés sur le gel. Le gel 
concentrateur d'un pH de 6,8 avait une concentration de 4% d'acrylamide (Roche 
Diagnostique), de 0,1% de SOS (Sodium Lauryl Sulfate) (Fisher Scientific) et de 125 mM 
de Tris-HCI (Sigma). Le gel séparateur à un pH de 8,8 avait une concentration de 7,5% 
d'acrylamide, de 0,1 % de SOS et de 375 mM de Tris-HCI. La migration s'est déroulée à 
140 V pendant environ l heure sur un appareil à électrophorèse (Bio-Rad, Mississauga, 
Ontario, Canada) dans un tampon de migration (0,1% SOS, 25 mM Tris-Base, 50 mM 
glycine). À la suite de la migration, les protéines ont été transférées sur une membrane 
de PVDF (Roche Diagnostique). Le transfert s'est déroulé à 110 V pendant 90 minutes 
dans un tampon de transfert froid (25 mM Tris-Base, 200 mM glycine, 20% méthanol). 
Suite au transfert, les membranes ont été bloquées dans une solution Blotto (5% de lait en 
poudre Carnation et 0, 1 % Tween-20 dans du PBS) à la température ambiante pendant 1 
heure avec agitation. Les membranes ont ensuite été incubées avec l'anticorps primaire 
de type IgG pendant 16 heures à 4°C avec agitation. Les anticorps dirigés contre le 
TGF~, Smad2, l'étiquette HA ou 6-His et l'actine ont été dilués dans la solution Blotto 
dans un rapport 1 :1000 alors que l'anticorps contre le Smad2 phosphorylé a été dilué 
dans le même rapport, mais dans une solution de PBS contenant 5% de BSA et 0,1 % de 
Tween-20 (Bio-Rad). Afin de retirer l'excédant d'anticorps, les membranes ont été 
lavées 3 fois pendant 10 minutes avec agitation à la température ambiante dans une 
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solution de PBS contenant 0,06% de Tween-20. Elles ont ensuite été incubées 1 heure 
avec agitation à la température ambiante avec l'anticorps secondaire couplé à la 
peroxydase dilué dans la solution Blotto. Les rapports de dilution des anticorps 
secondaires se retrouvent au tableau VI. Les membranes ont encore été lavées 3 fois 
pendant 10 minutes à la température ambiante dans une solution de PBS contenant 0,06% 
de Tween-20. Ensuite, la révélation a été faite à l'aide de la trousse de détection ECL 
(Amersham Biosciences, Oakville, Ontario, Canada) selon les indications du 
manufacturier. Afin de visualiser les bandes, les membranes ont été placées dans des 
cassettes d'exposition avec des films de type Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences) 
qui ont pu être développés sur un appareil de type RP X-Omat Processor. 
Tableau VI : Anticorps primaires et leur anticorps secondaire correspondant 
Anticorps primaire Anticorps Dilution de l'anticorps secondaire secondaire 
a -LAP (TGF~) (R&D IgG de chèvre 
Systems, Minnesota, (Amersham 1 :8000 
U.S.A.) Biosciences) 
a-HA (Boehringer IgG de souris 
Mannhem, Indianapolis, (Amersham 1 :2500 
U.S.A.) B iosciences) 
a-Phospho-Smad2 (Cell lgG de lapin Signaling technology, (Amersham 1 :5000 Boston, Massachusetts, B iosc iences) U.S.A.) 
a-Smad2 (Cell Signaling IgG de souris 
Technology) (Amersham 1 : 2500 Biosciences) 
IgG de souris 
a-6His (Roche Diagnostic) (Amersham 1 :2500 
Biosciences) 
a-Actine (Sigma) IgG de lapin 1 :5000 
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2.5 PCR quantitatif en temps réel 
2.5.1 Extraction de l'ARN messager 
Les cellules ont été ensemencées 48 heures avant l'extraction de l' ARN messager 
(ARNm) à une confluence de 6,0 X 105 cellules par boîte de pétri de 1 OO X 20 mm. 
Seize heures avant l'extraction, les cellules ont été sevrées et, lorsqu' indiqué, stimulées 
avec 2 ng/ml de TGF~. Les cellules ont été lavées une seule fois avec une solution de 
PBS stérile avant que l' ARNm soit extrait à l'aide du réactif TR!zol (lnvitrogen, Oregon, 
U.S.A.) selon les indications du manufacturier. À la suite de l'extraction, l'ARNm a été 
dosé à 260 nm à l'aide d'un spectrophotomètre afin d'en déterminer la concentration. 
2.5.2 Transcription inverse 
Pour procéder au PCR, l' ARNm a été transformé en ADN complémentaire par 
transcription inverse. Une quantité de 1 µg d' ARNm a été mélangée à 500 µM de dNTP 
(Amersham Biosciences) et 1 pM de décamères aléatoires (Ambion, Austin, Texas, 
U.S.A.) dans un volume final de 16 µlavant d'être incubée à 80°C pendant 3 minutes 
dans un appareil à PCR de type Whatman Biometra T-Gradient (Montréal Biotech, 
Kirkland, Québec, Canada) afin de la dénaturer. Ensuite, 200 U de la transcriptase 
inverse M-ML V (Promega, Wisconsin, U.S.A.) et 4 µl de son tampon (Promega) ont été 
ajouté au mélange réactionnel pour un volume final d'environ 20 µl. Le mélange obtenu 
a été incubé 1 heure à 42°C dans un appareil à PCR de type Whatman Biometra T-
Gradient. 
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2.5.3 Clonage des gènes 
Pour le PCR quantitatif, 2 courbes standard ont été utilisées, soit une pour le gène 
d'intérêt et une pour le gène contrôle, soit le RPL-PO (Ribosomal Protein LPO). Ces 
gènes ont été clonés dans le vecteur pGEM-T (Promega). Pour ce faire, un PCR a été 
réalisé pour chaque gène. Les oligonucléotides utilisés ainsi que les températures 
d'appariement de chaque gène sont présentés au tableau VII. Un mélange réactionnel 
constitué de 1 µId' ADN complémentaire, 1 µM de chaque oligonucléotide (Gibco BRL), 
200 µM de dNTP (Roche Diagnostique), 1,0 U de Taq polymérase (Roche Diagnostique) 
et du tampon de PCR contenant du magnésium (Roche Diagnostique) pour un volume 
total de 50 µl a été assemblé. La réaction de PCR s'est déroulée sur 40 cycles 
d'amplification identiques sur un appareil à PCR de type Whatman Biometra T-Gradient 
: 15 secondes de dénaturation à 94°C, 45 secondes d'appariement au Tm et une 
élongation de 30 secondes à 72°C. Les cycles d'amplification ont été précédés d'une 
phase de dénaturation à 95°C d'une durée de 5 minutes et suivis d'une phase 
d'élongation de 6 minutes à 72°C. Les produits de la réaction ont été migrés sur un gel 
d'agarose à 1 % contenant 0,33 µg/ml de bromure d'éthidium (Sigma), et les bandes 
obtenues ont été extraites à l'aide de la trousse Q!Aquick Gel Extraction. Les gènes ont 
finalement été introduits dans le vecteur pGEM-T à laide de la trousse de clonage 
pGEM-T Easy Vector System I (Promega) et selon les indications du manufacturier. Les 
plasmides obtenus ont été vérifiés par une digestion avec l'enzyme de restriction Pvull 
(New England Biolabs). 
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2.5.4 Réaction de PCR quantitatif en temps réel 
Tableau VII: Oligonucléotides utilisés pour le PCR quantitatif en temps réel 
Températures 
Gènes Oligonucléotides d'appariement 
(OC) 
PAI-1 Sens: 5'-TGCTGGTGAATGCCCTCTACT-3' 60 Anti-sens :5' -CGGTCA TTCCCAGGTTCTCT A-3' 
Furine Sens: 5'-CTACACAGGGCACGGCATTG-3' 66 Anti-sens: 5'-CCACACCTACACCACAGACA-3' 
VEGF Sens: 5'-CTTGCCTTGCTGCTCTACCTC-3' 64 Anti-sens: 5'-GCACACAGGATGGCTTGAA-3' 
MTl- Sens : 5 '-CCAGGGTCTCAAA TGGCAACA T AA TGAAA-3' 66 MMP Anti-sens: 5'-CCATGGAAGCCCTCGGCAAA-3' 
RPL-PO Sens: 5'-GATTACACCTTCCCACTTGC-3' 61 Anti-sens: 5'-CCAAATCCCATATCCTCGTCCG-3' 
Pour la réaction de PCR quantitatif en temps réel, le mélange était constitué de 1 µM de 
chaque oligonucléotide, d'un tampon de PCR pour obtenir une concentration finale de 
magnésium de 2,5 mM, de 200 µM de dNTP, de 1,6 µl de SybrGreen (Corbett Research, 
Kirkland, Québec, Canada), de 1,0 U de Taq polymérase et de 1 µl d' ADN 
complémentaire ou de 1 µl d'un échantillon d'une des 2 courbes standard pour un volume 
final de 50 µ1. À partir du mélange de 50 µ!, 2 tubes de 25 µ! ont été aliquotés et 
amplifiés. Les conditions d'amplification ont été les mêmes que celles utilisées lors des 
PCR précédemment réalisés afin de cloner les gènes. La réaction s'est déroulée dans un 
appareil de type Rotor Gene 3000 (Corbett Research). Après l'acquisition, les 




Tableau VIII: Anticorps utilisés pour l'immunofluorescence 
Anticorps Dilution de Anticorps Dilution de l'anticorps l'anticorps primaire primaire secondaire secondaire 
IgG de lapin 
couplé à la 
rhodamine TRITC 
(ImmunoResearch 





a-PAN-cadhérine IgG de lapin 
(Sigma) 1 :200 couplé à la 1 :200 rhodamine TRITC 
A-Vimentine 
(Donné par le 1 :200 IgG de souris 1 :200 laboratoire du Dre couplé à Cy2 
Rivard) 
a-Smad3 (Santa 
Cruz IgG de chèvre 
Biotechnology, 1 :150 couplé à la 1 :200 
Santa Cruz, rhodamine Red-X 
Californie, U.S.A.) 
a-p-Smad2 (Cell IgG de lapin 
Signalling 1:75 couplé à la l :200 
Technology) rhodamine TRITC 
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques à 6 puits contenant une lamelle de 
verre 48 heures avant le marquage. Les cellules HT1080 ont été ensemencées à une 
confluence de 1,0 X 105 cellules par puits, les cellules HEK 293 ont été diluées dans un 
rapport 1/5, les cellules HepG2 ont été ensemencées à une confluence de 9,0 X 104 
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cellules par puits et les cellules NIH 3T3 à une confluence de 1,0 X 105 cellules par puits. 
Les cellules ont été sevrées et, le cas échéant stimulées avec 5 ng/ml de TGF~, 16 heures 
avant le marquage. 
Les lamelles ont été trempées rapidement 5 fois dans la solution de lavage (PBS 
contenant 1 mM de CaCh et 1 mM de MgCh) avant d'être déposées dans des plaques à 6 
puits. Les cellules ont ensuite été fixées 15 minutes à -20°C dans une solution méthanol : 
acétone 30 :70 v/v. Elles ont été séchées 10 minutes sous la hotte, puis lavées 1 minute 
dans la solution de lavage. Ensuite, elles ont été réhydratées 15 minutes dans la solution 
de lavage. Elles sont été perméabilisées 5 minutes dans une solution de PBS contenant 
0,1% de triton X-100 (MP-Biomedicals, Ohio, U.S.A.). Elles ont ensuite été lavées une 
fois pendant 1 minute et une fois pendant 5 minutes avec la solution de lavage. Les 
lamelles ont été bloquées 30 minutes à la température ambiante dans une solution de PBS 
contenant 2% de BSA (Sigma). Ensuite, les cellules ont été incubées 2Y2 heures à la 
température ambiante avec l'anticorps primaire de type IgG. Les anticorps utilisés et leur 
concentration sont présentés au tableau VIII. Les cellules ont été lavées 3 fois pendant 1 
minute avec la solution de lavage afin de retirer l'excédant d'anticorps primaire. Pour 
toutes les étapes subséquentes, les cellules ont été gardées à la noirceur. Les cellules ont 
été incubées pendant 1 heure à la température ambiante avec l'anticorps secondaire. Afin 
d'enlever l'excédant d'anticorps, les cellules ont été lavées 3 fois pendant 1 minute avec 
la solution de lavage. Elles ont ensuite été immergées pendant 2 minutes dans une 
solution de PBS contenant des traces de Dapi ( 4 ', 6-diamino-2-phenylindole, dilactate) 
(Invitrogen). Elles ont été à nouveau lavées 3 fois pendant 5 minutes dans la solution de 
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lavage. Enfin, les lamelles ont été montées sur des lames de microscopie de type 
Premium Fisherfinest (Fisher Scientific) avec une goutte de protecteur de type 
FluoroGuard (Bio-Rad). Les lames ont été conservées à la noirceur à 4°C jusqu'à la 
prise de micrographies. 
2. 7 Incorporation de thymidine 
Les cellules ont été ensemencées 48 heures avant l'essai dans une plaque à 96 puits à 
raison de 4,0 X 103 cellules par puits. Lorsqu'indiqué, les cellules ont été sevrées et 
stimulées avec 2 ng/ml de TGFP 16 heures avant l'essai. La thymidine tritiée à 37 
MBq/ml (PerkinElmer, Houston, U.S.A.) a été diluée 1/100 dans du PBS stérile avant 
d'être distribuée à raison de IO µl par puits. Les cellules ont été incubées 8 heures avec 
la thymidine tritiée dans l'incubateur à 37°C et à 5% de C02• Le milieu a été retiré et les 
cellules ont été décollées avec une solution de trypsine à 0,3% à 37°C pendant 5 minutes. 
Ensuite, les cellules ont été récupérées sur un filtre de type Unifilter 96 (PerkinElmer) à 
l'aide d'un appareil de type Filtermate Harvester (PerkinElmer). Le filtre contenant les 
cellules a été séché pendant 1 heure sous la hotte, puis le liquide à scintillation 
(PerkinElmer) a été ajouté dans chaque puits. Le filtre scellé a été lu à l'aide d'un lecteur 
de type TopCount NXI' - Microplate Scintillation & Luminescence Counter 
(PerkinElmer). 
2.8 Essai d'invasion sur une matrice de collagène 
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2.8.1 Préparation des filtres 
Le collagène de type IV (Sigma) a été dilué dans de l'acide acétique glacial 0,1 M pour 
obtenir une solution à 10 %. La solution a été maintenue sur glace pendant toute la 
préparation des filtres. Les filtres PVPF (GE Osmonics, Oakville, Ontario, Canada) 
utilisés ont 13 mm de diamètre et des pores de 8 µm. Les filtres ont été étalés dans une 
boîte de pétri propre de 150 X 20 mm (Sarstedt) en prenant soin de placer le côté mât 
toujours sur le dessus. La solution de collagène a été déposée uniformément sur la 
surface de chaque filtre à l'aide d'une micropipette à raison de 100 µI par filtre. Les 
filtres ont été placés à 37°C pendant 1 heure. Ensuite, chaque filtre a été rincé dans de 
l'eau distillée pour enlever l'excédant de collagène puis déposé dans une nouvelle boîte 
de pétri propre. 
2.8.2 L'essai d'invasion 
Les cellules HT1080 ont été ensemencées 48 heures avant l'essai à raison de 1,0 X 105 
cellules par boîte de pétri de 1 OO X 20 mm. Les chambres de Boyden ont été utilisées 
pour la migration. Un volume de 200 µl de milieu MEM contenant 0, 1 % de BSA a été 
déposé dans les chambres inférieures. Ensuite, les filtres ont été déposés sur la surface du 
milieu. Les cellules trypsinisées puis resuspendues dans du milieu MEM contenant 0,1 % 
de BSA pour obtenir une concentration de 8,0 X 104 cellules dans 1 OO µl ont été déposées 
au centre du filtre. Les chambres ont été placées dans un incubateur à 37°C et 5% de 
C02 pendant 1 heure pour laisser adsorber les cellules sur le filtre. Le volume de milieu 
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de la chambre supérieure a ensuite été complété à 200 µl et l'essai s'est poursuivi dans 
l'incubateur pendant 6 heures. 
L'essai a été arrêté en aspirant le milieu contenu dans la chambre supérieure et en grattant 
les cellules sur le dessus du filtre à l'aide d'un coton-tige. Les cellules ayant migrées et 
se trouvant de l'autre côté du filtre ont été fixées à l'aide d'une solution de 
paraformaldéhyde (Polysciences, Warrington, Pennsylvanie, U.S.A.) à 4% pendant 15 
minutes à la température ambiante. Elles ont ensuite été perméabilisées pendant 10 
minutes à la température ambiante dans du méthanol 100% (Fisher Scientific ). Enfin, 
elles ont été colorées dans une solution de cristal violet (Sigma) à 1 % pendant l 0 minutes 
à la température ambiante puis rincées dans de l'eau distillée. Les filtres ont été déposés 
sur une lame de microscopie (Surgipath, Winnipeg, Manitoba, Canada) et les cellules ont 
été comptées dans 10 champs aléatoires à un grossissement de 400X. 
Pour les essais visant à déterminer les types de migrations employés par les transfectants 
stables, des inhibiteurs ont été utilisés. Les inhibiteurs ont été ajoutés dans le milieu des 
chambres inférieures et supérieures au début des essais. Pour inhiber la migration de type 
mésenchymal, une combinaison du cocktail d'inhibiteur Mini-Complete et de l'inhibiteur 
des métalloprotéases GM6001 (VWR Canlab, Montréal, Québec, Canada) à une 
concentration finale de 25 µM a été utilisée. Pour inhiber la migration de type 
amoeboïde, l'inhibiteur de ROCK Y-27632 (Sigma) à une concentration finale de 10 µM 
a été utilisé. 
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2.9 Zymographie 
Les cellules HT1080 ont été ensemencées 48 heures avant l'essai à raison de 7,5 X 104 
cellules par puits dans une plaque à 24 puits ; elles ont été sevrées et, lorsqu'indiqué, 
stimulées avec 2 ng/ml de TGF~ et/ou 30 µg/ml de concanavaline A (ConA) 16 heures 
avant l'essai. Les surnageants ont été récupérés puis centrifugés à 13 000 rpm à 4°C 
pendant 15 minutes. Les surnageants ont été mélangés dans un rapport 5 : 1 avec le 
tampon de chargement à pH 7,4 (0,5 M de Tris-HCI, 10% de SOS et 50% de glycérol) 
puis incubés à 37°C pendant 15 minutes. Les échantillons ainsi préparés ont été déposés 
sur un gel utilisé pour I' immunobuvardage de type Western contenant 0, 1 % de gélatine. 
La migration s'est déroulée à 140 V pendant environ 5 heures. Les gels ont ensuite été 
lavés 2 fois avec agitation pendant 1 heure à la température ambiante dans une solution 
de Triton X-1 OO (MP-Biomedicals) à 2,5%. Ils ont ensuite été rincés une dizaine de fois 
à l'eau distillée avant d'être incubés avec agitation douce à 37°C pendant 20 heures dans 
la solution d'activation enzymatique à pH 7,4 (50 mM de Tris-HCl et 5 mM de CaCh). 
Les gels ont ensuite été colorés 15 à 30 minutes dans une solution de bleu de Coomassie 
R250 (EM Sciences, New Jersey, U.S.A.) à 0,5% puis décolorés dans une solution à 30% 
de méthanol et 10% d'acide acétique glacial. 
2. 10 Formation d'invadopodes 
2.10.1 Préparation des lamelles 
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Les lamelles de verre ont d'abord été enduites de gélatine à 0,2% diluée dans le PBS 
pendant 10 minutes à la température ambiante. Il s'agit en fait d'un mélange de gélatine 
marquée à l'Oregon Green (lnvitrogen) et de gélatine non-marquée, toutes deux 
provenant de peau de cochon (Sigma). Par la suite, les lamelles ont été placées dans des 
plaques à 6 puits et lavées au PBS avant d'être incubées pendant 15 minutes à 4°C dans 
une solution de glutaraldhéhyde (Sigma) à 0,5%. Les lamelles ont à nouveau été lavées 
au PBS puis incubées pendant 15 minutes à la température ambiante dans une solution de 
borohydride de sodium (Fisher Scientific) à 5 mg/ml. Elles ont ensuite été lavées au 
PBS, puis incubées une heure dans un incubateur à 37°C et 5% de C02 avec du milieu 
MEM contenant l 0% de FBS. 
2.10.2 L'essai de formation d'invadopodes 
Le milieu de chaque puits a été aspiré et les cellules Hîl 080 ont été ensemencées à 
raison de 4,0 X 104 cellules par puits dans 50 µl de milieu MEM sans sérum. Les cellules 
ont été incubées 30 minutes dans un incubateur à 37°C et 5% de C02 pour permettre leur 
adhésion aux lamelles. Le volume de milieu a ensuite été complété à 2 ml et les cellules 
ont été incubées pendant encore l 0 heures dans le même incubateur. Les lamelles ont 
ensuite été lavées au PBS, puis les noyaux ont été marqués au Dapi pendant 5 minutes à 
la température ambiante dans les plaques à 6 puits tel que décrit précédemment dans la 
section concernant l'immunofluorescence et l'actine a été marquée à la phalloïdine-
rhodamine (fournie par le laboratoire de Dr Parent) à une concentration de 1/500 pendant 
30 minutes à la température ambiante sur une feuille de paraffine. Les lamelles ont été 
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lavées une dernière fois au PBS avant d'être montées sur des lames de microscopie de 
type Premium Fisherfinest avec une goutte de protecteur de type FluoroGuard. Les 
lames ont été conservées à la noirceur à 4°C jusqu'à la prise de micrographies. Les 
micrographies ont été prises à l'aide d'un microscope à fluorescence de type Leica à des 
grossissements de 160 X et de 400 X. 
2.11 Essai de motilité cellulaire par rétrécissement des plaies 
Les cellules ont été ensemencées 48 heures avant l'essai à raison de 3,0 X 105 cellules par 
boîte de pétri de 60 X 20 mm (Sarstedt). Le milieu a été aspiré puis une blessure a été 
formée dans le fond de la boîte de pétri à l'aide d'un embout de 200 µI (Sarstedt) relié à 
une pompe à vide. Les cellules ont ensuite été lavées 2 fois avec du PBS puis recouverte 
de milieu MEM contenant 0,2 % de FBS. Lorsqu'indiqué, les cellules ont été stimulées 
avec 2 ng/ml de TGF~. Les cellules ont été incubées pendant 24 heures à 37°C et à 5% 
de C02. Elles ont été observées à différents temps soit tout de suite après la formation de 
la blessure, puis 8, 12 et/ou 24 heures après. Elles ont été observées de 2 façons : en 
contraste de phase et par un marquage de l'actine en immunofluorescence. 
2.11.1 Contraste de phase 
Les cellules en mouvement ont été observées en contraste de phase à l'aide d'un 
microscope à fluorescence de type Leica à un grossissement de l 60X afin de voir 
l'évolution de la blessure. Les cellules ayant migré au centre de la blessure ont été 
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dénombrées. Pour ce faire, pour chaque transfectant stable, trois micrographies ont été 
sélectionnées et placées côte à côte : une au temps 0 hres, une au temps 12 hres et une au 
temps 24 hres. Un trait a été tiré à la base de chaque côté de la blessure à partir de la 
micrographie du temps 0 hres jusqu'à celle du temps 24 hres. Toutes les cellules se 
situant entièrement entre les deux traits ont été comptées. 
2.11.2 Marquage de l'actine en immunofluorescence 
Les cellules ont été ensemencées dans plusieurs boîtes de pétri contenant une lamelle de 
verre et les blessures ont toutes été faites au même temps sur les lamelles. Ensuite, le 
marquage a été fait sur une lamelle différente à chacun des temps. Le marquage de 
l' actine a été effectué tel que décrit précédemment dans la section concernant 
l'immunofluorescence. Les cellules ont été observées à l'aide d'un microscope à 
fluorescence à un grossissement de IOOX afin de visualiser l'évolution de la blessure et à 
lOOOX pour voir la réorganisation du cytosquelette d'actine des cellules ayant migrées 
dans la blessure. 
2. 12 Essai d'adhésion cellulaire 
Les cellules HT1080 ont été ensemencées 72 heures avant l'essai à raison de 3,0 X 105 
cellules par boîte de pétri de 150 X 20 mm. Le collagène de type IV a été dilué dans une 
solution d'acide acétique glacial 0,1 M pour obtenir une concentration de 100 µg/ml. 
Une plaque à 96 puits a été incubée pendant 1 heure à 37°C et 5 % de C02, puis pendant 
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16 heures à 4°C avec 200 µl de la solution de collagène ou de milieu MEM contenant 2 
% de BSA. L'excédant de collagène ou de milieu a été aspiré et la plaque a été bloquée à 
37°C pendant 2 heures avec du milieu MEM contenant 2% de BSA. Le milieu a été 
aspiré. Les cellules ont été resuspendues dans du milieu MEM contenant 0,2% de BSA 
puis ensemencées dans la plaque à 96 puits à raison de 6,0 X 104 cellules par puits. La 
plaque contenant les cellules a été incubée pendant 2 heures à 37°C et à 5% C02. Les 
cellules ont été lavées 2 fois avec du PBS puis colorées pendant 30 minutes à l'aide d'une 
solution de cristal violet à 0,5%. Elles ont à nouveau été lavées 2 fois avec du PBS pour 
ensuite être solubilisées pendant 16 heures à la température ambiante dans une solution 
de SOS à 1%. La plaque a été lue à l'aide d'un lecteur de plaque à une densité optique de 
570 nm. 
2.13 Essai de morphologie cellulaire 
Des boîtes de pétri de 60 X 20 mm ont été utilisées. Une solution de collagène de type 
IV à 100 µg/ml diluée dans l'acide acétique à 0,1 M a été déposée dans les boîtes de 
pétri. Celles-ci ont été incubées pendant une heure dans un incubateur à 37°C et 5% de 
C02 pour permettre au collagène de polymériser. Par la suite, les boîtes de pétri ont été 
incubées pendant 16 heures à 4°C. L'excédant de collagène de type IV a été aspiré et les 
boîtes de pétri ont été lavées deux fois avec du PBS stérile. Elles ont ensuite été bloquées 
pendant 2 heures dans un incubateur à 37°C et 5% de C02 avec du milieu MEM sans 
FBS contenant 2% de BSA. Les cellules HTl 080 ont été ensemencées dans les boîtes de 
pétri à une confluence de 1,5 X 105 cellules par boîte de pétri après avoir aspirer le milieu 
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MEM sans FBS à 2% de BSA. Les cellules ont été observées par microscopie en 
contraste de phase à un grossissement de 160 X à différents temps, soit à 2 heures, 26 
heures, 50 heures et 74 heures. Cinq champs aléatoires ont été photographiés pour 
chaque boîte de pétri à chaque temps. Deux champs ont été choisis à chaque temps et les 
cellules ont été dénombrées selon leur phénotype. 
2. 14 Dosage du TGF/3 bioactif par ELISA 
Les cellules HTl 080 ont été ensemencées 72 heures avant l'essai à raison de 5,0 X 104 
cellules par puits d'une plaque à 12 puits (Sarstedt) et sevrées 18 heures avant la 
récupération des surnageants. Les surnageants récupérés ont été centrifugés pendant 15 
minutes à 13 000 rpm à 4°C. Le dosage a été effectué à l'aide de la trousse ELISA 
Human TGF{JI Quantikine (R&D Systems) et selon les indications du manufacturier. 
Les cellules de chaque puits ont été trypsinisées puis comptées. Ensuite, les cellules ont 
été lavées avec 1 ml de PBS stérile avant d'être centrifugées à 980 g pendant 15 minutes 
à la température ambiante. Les culots de cellules ont été resuspendus dans 35 µI de 
tampon de lyse de type Ripa décrit dans la section concernant le buvardage de type 
Western, puis incubés avec agitation à 4°C pendant 30 minutes. Les échantillons ont 
ensuite été centrifugés à 13 000 rpm à 4°C pendant 30 minutes et les surnageants, 
contenant les protéines, ont été récupérés. La concentration protéique des lysats de 
cellules ainsi obtenus a été déterminée à l'aide de la trousse de dosage BCA Protein 
Assay (Pierce). La production de TGF~ bioactif a été calculée en ng/ml de surnageant, en 
ng/cellule et en ng/mg de protéine. 
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2. 15 Modèle de progression tumorale 
2.15.1 Préparation des cellules 
Les cellules ont été décongelées 1 semaine avant l'injection des souris. Elles ont été 
maintenues dans du milieu MEM sans antibiotique contenant 10% de FBS. Pour les 
injections, les cellules ont été lavées au PBS, trypsinisées, puis resuspendues dans du 
milieu MEM à une concentration de 2,25 X 104 cellules/µI. Les seringues de 1 cc (VWR 
International) ont été remplies avec 1 OO µl de cellules, puis maintenues sur glace dans du 
papier d'aluminium préalablement stérilisé à l'éthanol 70%jusqu'à l'injection. 
2.15.2 Injection des souris 
Les souris nu/nu femelles (Charles River, Wilmington, Massachusetts, U.S.A.) âgées 
entre 35 et 56 jours ont été endormies par une injection de 1 OO µg/g d'une solution de 
kétamine/xylazine (Bioniche Animal Health, Ontario, Canada) avant d'être injectées de 
façon sous-cutanée en 4 points sur le dos. 
2.15.3 Incidence et croissance tumorale 
La croissance tumorale a été évaluée en mesurant les tumeurs 3 fois par semaine. Les 
mesures ont débuté une semaine après les injections. Le volume approximatif des 
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tumeurs a été calculé à l'aide de la formule 0,5XLX1 2 où L représente la longueur et 1, la 
largeur. L'incidence des tumeurs a été déterminée en comptant le nombre de tumeurs 
présentes sur chaque souris. L'incidence des métastases a été déterminée en vérifiant la 
présence de métastases ou de nodules dans le poumon droit et dans les 2 lobes supérieurs 
du foie des souris. 
2.15.4 Extraction des protéines et de I' ARN messager des 
tumeurs 
Les souris ont été endormies par une injection péritonéale de 1 OO µg/g d'une solution de 
kétamine/xylazine. Les tumeurs ont ensuite été excisées et pesées. Elles ont été coupées 
en 2 morceaux. Le premier morceau a été utilisé pour l'extraction des protéines et le 
second pour l'extraction del' ARNm. 
Pour l'extraction des protéines, le morceau de tumeur a été mis dans un tampon de lyse 
Ripa contenant un cocktail d'inhibiteurs de protéases décrit précédemment dans la 
section concernant l'immunobuvardage de type Western. Le mélange a été homogénéisé 
sur glace à l'aide d'un appareil de type Polytron (Brinkmann Instruments, Ontario, 
Canada). Une fois homogène, l'homogénat a été incubé sur glace pendant 30 minutes. 
Au cours de l'incubation, les homogénats ont été mélangés doucement toutes les 5 
minutes à l'aide d'un vortex. Ils ont ensuite été centrifugés à 4°C à 13 000 rpm pendant 
30 minutes. Les surnageants ont été récupérés et dosés à l'aide de la trousse BCA Protein 
Assay. 
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Pour l'extraction de l' ARNm, le morceau de tumeur a été mélangé au réactif TRizol 
(lnvitrogen). Le mélange a été homogénéisé à l'aide d'un appareil de type Polytron dont 
la tige métallique a préalablement été stérilisée à l'éthanol 70%. Les homogénats ont été 
incubés pendant 5 minutes à la température ambiante avant d'être congelés à -80°C 
jusqu'à leur utilisation. La suite de l'extraction s'est déroulée telle que décrit 
précédemment dans la section concernant le PCR quantitatif en temps réel. 
2. 16 Analyse statistique 
L'analyse statistique des données a été réalisée à l'aide du logiciel SigmaStat 3.0. Le test 
de Student (t-test) non-pairé a été utilisé avec un degré de confiance de 0,05. Lorsque 
plus de deux groupes étaient comparés, une seconde analyse statistique a été effectuée à 




3. 1 Caractérisation du modèle cellulaire utilisé 
3.1.1 Caractérisation phénotypique des cellules HT1080 
Le TGF~ peut avoir des effets différents d'un type cellulaire à l'autre (Murphy et al, 
2004). Les cellules choisies pour l'étude, soit les cellules HT1080, sont issues d'un 
fibrosarcome comprennant à la fois des cellules épithéliales et des fibroblastes. Avant de 
commencer l'étude, il était donc pertinent de caractériser le phénotype des cellules 
HT1080. Pour ce faire, les cellules HT1080 ont été comparées à deux autres lignées 
cellulaires humaines, les HEK 293, des cellules épithéliales normales, les HepG2, des 
cellules épithéliales cancéreuses et à une lignée cellulaire murine, les NIH 3T3, des 
fibroblastes normaux. Pour chacune de ces lignées, 1' expression du marqueur de 
dédifférenciation vimentine, la présence de cadhérines aux jonctions intercellulaires et 
l'organisation de l'actine ont été observées par immunofluorescence. 
Tel que démontré à la figure 13, chez les fibroblastes NIH 3T3, on retrouve peu d'actine 
et celle-ci est localisée principalement de façon nucléaire alors que chez les cellules 
épithéliales HEK 293 et HepG2, on observe une plus forte expression et une localisation 
majoritairement aux jonctions intercellulaires. 
94 
Q) 













"C ns u 
HT1080 HEK293 HepG2 NIH3T3 
Figure 13 : Caractérisation phénotypique du modèle cellulaire utilisé. L'organisation 
de l'actine, l'expression de la vimentine et la présence des cadhérines aux jonctions cellulaires chez les 
cellules HTl 080 ont été comparées à celles des cellules épithéliales HEK 293 et HepG2 et à celles des 
cellules fibrobastiques NIH 3T3 par immunofluorescence. Les micrographies ont été prises à un 
grossissement de 1000 X à l'aide d'un microscope à fluorescence. Les micrographies présentées 
constituent un champ représentatif sur 10. Les micrographies illustrant l 'organisation de l'actine 
constituent une superposition des cellules observées en contraste de phase (visible), des noyaux marqués au 
Dapi (bleu) et de l'actine (rouge) marquée par immunoflorescence indirecte. La seconde micrographie 
constitue un agrandissement de la section encadrée. 
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Chez les cellules HTl 080, on observe une expression de l 'actine similaire à celle des 
cellules épithéliales HEK 293. Cette actine se retrouve principalement aux jonctions 
intercellulaires. En figure 13, on peut également observer l'expression de la vimentine. 
On remarque que ce marqueur est fortement exprimé chez les cellules épithéliales HEK 
293 et HepG2. Par contre, on ne retrouve aucune expression de vimentine chez les 
cellules fibroblastiques NIH 3T3. Une micrographie dans le visible a permis de 
confirmer la présence des cellules (résultat non présenté). Il peut paraître suprenant que 
la vimentine ne soit pas présente chez les cellules embryonnaires NIH 3T3 étant donné 
son rôle de marqueur mésenchymal, mais ceci peut peut-être s'expliquer par l'origine de 
ces cellules. Chez la souris, la vimentine est exprimée à partir du jour E8,5 (Duprey et 
Paulin, 1995). Par contre, elle n'est exprimée que chez les cellules mésenchymales 
primaires et les précurseurs des cellules nerveuses (Franke et al, 1982 ; Duprey et Paulin, 
1995). Les cellules mésenchymales primaires sont les précurseurs de plusieurs types 
cellulaires dont les chondrocytes, les adipocytes, les ostéoblastes et les myocytes (Zipori, 
2004). Or les cellules NIH 3T3 sont de type fibroblastique et n'appartiennent donc pas à 
ces types cellulaires. Il est donc normal que la vimentine soit absente chez ces cellules. 
Les cellules HTl 080 expriment la vimentine de façon comparable aux cellules HEK 293 
et HepG2. Enfin, on retrouve des cadhérines au niveau des jonctions intercellulaires des 
quatre lignées cellulaires. Par contre, elles sont plus fortement exprimées chez les 
cellules HEK 293 et les cellules NIH 3T3 que chez les cellules HepG2 et les cellules 
HT1080. 
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Tableau IX: Caractéristiques phénotypiques des cellules HT1080 
Marqueurs Caractéristiques Conclusions 
observées chez les 
HT1080 
Actine Localisation aux jonctions Similaire aux cellules 
cellulaires épithéliales 
Vimentine Expression de la Indice de dédifférenciation 
vimentine 
Cadhérines Expression faible Similaire aux cellules 
Jonctions discontinues cancéreuses HepG2 
Indice de dédifférenciation 
partielle 
Ces résultats suggèrent que les cellules HT1080 ont un phénotype épithélial partiellement 
dédifférencié puisqu'elles partagent des caractéristiques à la fois avec les cellules HEK 
293, qui ont un phénotype normal, et les cellules HepG2, qui ont un phénotype 
transformé. En effet, les cellules HT1080 ont une organisation de l'actine similaire à 
celle des cellules HEK 293, des cellules épithéliales normales de rein, soit principalement 
localisée aux jonctions cellulaires. De plus, les cellules HTl 080 expriment de la 
vimentine de façon similaire aux cellules HEK 293 et HepG2 qui sont respectivement des 
cellules épithéliales normales et transformées. Toutefois, la vimentine se retrouve de 
façon plus importante à la membrane plasmique chez les cellules HTl 080, une 
organisation plus près de celle des cellules HEK 293 . Enfin, les cellules HT1080 se 
comparent plus particulièrement aux cellules HepG2, des cellules épithéliales 
cancéreuses de foie, en ce qui a trait à la présence des cadhérines aux jonctions 
intercellulaires. En effet, ces deux types cellulaires expriment faiblement des cadhérines 
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aux jonctions intercellulaires et ce, de façon disontinue. Les caractéristiques 
phénotypiques des cellules HTI 080 qui permettent de conclure à un phénotype épithélial 
partiellement dédifférencié sont résumées au tableau IX. 
3.1.2 Réponse au TGFP des cellules HT1080 
La réponse au TGFP diminue fréquemment au cours de la progression tumorale dû à des 
aberrations soit au niveau des récepteurs ou des voies de signalisations (Pasche, 2001). Il 
était donc important de vérifier si les cellules HTI 080 répondent à la stimulation par le 
TGFp. Pour ce faire, les cellules HTI 080 ont été incubées avec des concentrations 
croissantes de TGFP et l'effet de cette stimulation a été évalué par la capacité de 
prolifération, d'adhésion et d'invasion des cellules. 
Dans le processus tumoral, la première étape consiste normalement en une prolifération 
accrue d'un clone cellulaire (Yokota et Sugimura, 1993). La capacité de prolifération des 
cellules HTl 080 en réponse au TGFP a donc été le premier facteur vérifié. Les cellules 
ont été stimulées au TGFP 16 heures avant le début de l'essai. Par la suite, la 
prolifération a été évaluée par l'incorporation de thymidine tritiée. Tel que présenté à la 
figure 14, le TGFP augmente la prolifération des cellules HTl 080 à de faibles 
concentrations, c'est-à-dire à des concentrations inférieures à 5 ng/ml. Des 
concentrations supérieures de TGFP ont un effet promoteur plus modéré sur la 
prolifération des cellules HTI 080, voire aucun effet à des concentrations de 40 ng/ml. 
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Figure 14 : Impact du TGFf3 sur la prolifération des cellules HT1080. La prolifération 
des cellules HT1080 a été évaluée par une incorporation de thymidine tritiée de 8 heures à la suite d'une 
stimulation de 16 heures avec des concentrations croissantes de TGFp. Les résultats sont représentatifs de 
2 à 3 expériences effectuées en duplicata pour les concentrations de 2 et 5 ng/ml de TGFP exogène. 
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La seconde étape dans le processus tumoral consiste en l'adhésion des cellules à la 
matrice extracellulaire (Albini et al, 2004). Cette adhésion est nécessaire pour les étapes 
subséquentes d'invasion cellulaire. L'effet du TGFP sur la capacité d'adhésion des 
cellules HT1080 sur une matrice de collagène, soit le collagène de type IV, a donc été 
évalué à la suite d'une stimulation de 16 heures avec des concentrations croissantes de 
cette cytokine. Tel que démontré à la figure 15, à la suite d'une stimulation des cellules 
HTl 080 avec des concentrations de TGFP égales ou inférieures à 10 ng/ml, on observe 
une augmentation importante de la capacité d'adhésion de ces cellules sur une matrice de 
collagène. Une stimulation de ces mêmes cellules avec des concentrations plus fortes de 
TGFp entraîne une augmentation de la capacité d'adhésion à la matrice de collagène, 
mais dans une moindre mesure. 
L'adhésion des cellules à la matrice extracellulaire peut leur permettre d'interagir avec 
celle-ci et de débuter l'invasion mésenchymale pour atteindre la circulation sanguine 
(Nyberg et al, 2002). L'effet du TGFP sur la capacité d'invasion des cellules HT1080 sur 
une matrice de collagène a donc été évalué. Pour ce faire, les cellules ont été stimulées 
16 heures avant l'essai avec des doses croissantes de TGFp. Ensuite, elles ont été 
ensemencées sur un filtre recouvert de collagène de type IV. L'essai a été effectué sur 
une période de 7 heures, puis les cellules invasives ont été comptées. Ce type de 
collagène a été choisi parce qu'il est un des principaux constituants, avec la laminine, de 
la membrane basale, première zone que les cellules tumorales doivent traverser au cours 
de l'invasion (Santos Garcia et al, 2006). 
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Figure 15: Impact du TGFP sur la capacité d'adhésion des cellules HT1080 à une 
matrice de collagène. L'essai d'adhésion a été réalisé sur une matrice de collagène de type IV à une 
concentration de 1 OO µg/ml pendant 2 heures. Les cellules ont été pré-stimulées avec des concentrations 
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Figure 16 : Impact du TGFP sur la capacité d'invasion des cellules HT1080. L'essai 
d' invasion a été réalisé dans des chambres de Boyden sur une matrice de collagène de type IV à une 
concentration de 1 OO µg/ml pendant 7 heures. Les cellules ont été pré-stimulées 16 heures avant l'essai et 
stimulées pendant toute la durée de l'essai avec des concentrations croissantes de TGF~. L'expérience a 
été effectuée en duplicata. L'effet de 2 ng/ml de TGF~ sur la capacité d' invasion des cellules HT1080 a été 
confirmé dans 5 expériences indépendantes réalisées selon des conditions expérimentales identiques. 
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Plus précisément, le collagène de type IV se concentre dans la lamina basale au niveau 
entre autres des vaisseaux sanguins et des épidermes (Laurie et al, 1982). Il est à noter 
qu'un autre type de collagène, soit le collagène de type VII, peut également être exprimé 
au niveau de la membrane basale, mais dans une moindre mesure (Santos Garcia et al, 
2006). Tel que démontré à la figure 16, le TGFP augmente le caractère invasif des 
cellules HTl 080 et ce, à toutes les concentrations utilisées. L'invasion cellulaire dépend 
de deux facteurs principaux, soit la production de métalloprotéases et la motilité 
cellulaire (Wolf et al, 2003). L'effet du TGFP sur ces deux facteurs a donc été évalué. 
D'abord la production de MMP-2 par les cellules HT1080 à la suite d'une stimulation de 
16 heures avec des concentrations croissantes de TGFP a été étudiée par zymographie. 
On remarque à la figure 17 que la production de la forme immature de la MMP-2 (pro-
MMP-2) ne semble pas augmenter à la suite d'une stimulation au TGFp, alors que la 
forme active augmente graduellement en fonction de la concentration du facteur de 
croissance. 
Par la suite, la motilité des cellules HTl 080 a été évaluée avec ou sans préstimulation 
avec des concentrations croissantes de TGFP en utilisant la technique de rétrécissement 
des plaies. L'essai s'est déroulé sur une période de 24 heures, précédée ou non d'une 
stimulation de 16 heures au TGFp. Une blessure a été formée dans une boîte de pétri 
confluente de cellules HTI 080 et la fermeture de la blessure a été observée tout au long 
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Figure 17 : Impact du TGFJJ sur la production de MMP-2 active. La production de 
MMP-2 par les cellules HT1080 a été observée par zymographie. Les cellules ont été stimulées avec des 
concentrations croissantes de TGFP et avec 30 µg/ml de concanavaline A pendant 16 heures. L'effet 
stimulatoire du TGFP a été observé lors des deux expériences indépendantes effectuées. 
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Figure 18 : Impact du TGF;ll sur 1a motilité des cellules HT1080. Les deux essais de motilité se sont 
déroulés sur une période de 16 heures. Les cellules ont été stimulées avec des concentrations croissantes 
de TGFJ3 pendant la durée de l'expérience et, forsqu'lindiqué, elles ont été préstimuiées 16 :heures avant la 
formation de la blessure. La micrographie présentée pour chaque temps constitue un champ représentatif 
sur 5. L'effet d'une stimulation avec 2 nglml de TGF~ a été confirmé dans une deuxième expérience 
.effectuée selon des conditions identiques. Les micrographies ont été prises à 'un grossissement de 160 X. 
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Il est à noter qu'en présence ou en absence de préstimulation au TGFp, les cellules ont 
été stimulées lors du 24 heures d'observation expérimentale avec des concentrations 
croissantes de cette cytokine. À la figure 18, on remarque que, de façon générale, le 
TGFP augmente la motilité des cellules HTl 080. De plus, le temps de stimulation 
semble influencer les effets observés. 
En effet, lorsque les cellules sont préstimulées avec des concentrations croissantes de 
TGFP 16 heures avant l'essai, bien que l'on retrouve des effets stimulateurs du TGFP sur 
la motilité, ces derniers sont beaucoup plus faibles et moins perceptibles qu'en absence 
de préstimulation. On peut donc supposer que le TGFP induit la motilité cellulaire 
pendant un certain laps de temps, mais qu'une stimulation prolongée entraîne 
progressivement une diminution de cette induction. 
L'ensemble de ces résultats permet de conclure que les cellules HT1080 répondent au 
TGFp dans les événements associés à la progression tumorale. Ces cellules constituent 
donc un modèle pertinent à la suite de l'étude. 
3.2 Caractérisation des transfectants stables 
Afin d'étudier le rôle de la maturation du TGFP par la furine dans la tumorigénèse, des 
transfectants stables de cellules HTl 080 ont été générés. Plusieurs pools cellulaires ont 
été créés pour la plupart d'entre eux, soit des transfectants stables pour: 
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1. le vecteur vide pcDNA3.1 qui sert de contrôle dans l'étude; 
2. le pcDNA3.1 encodant la forme sauvage du TGFP (CMV-TGFp); 
3. le pcDNA3.1 qui exprime la forme mutée du TGFP au site de clivage par la furine 
(CMV-TGFp275AHRA278/CMV-TGFp muté); 
4. le vecteur pcDNA3.1/Hygro qui exprime le PDX, un inhibiteur de la furine 
(CMV-PDX); 
5. une combinaison de vecteurs qui expriment le PDX ou la forme constitutivement 
active du récepteur TPR-1 (CMV-PDX/TPR-IT2040); 
6. le pcDNA3. l qui code pour la forme sauvage du récepteur TPR-1 (TPR-lwt) ; 
7. le pcDNA3.1 qui exprime la forme constitutivement active du récepteur TPR-1 
(TpR-1 no4o). 
3.2.1 Expression et fonctionnalité des transgènes 
Avant d'utiliser les transfectants stables, nous voulions nous assurer qu'ils expriment les 
transgènes d'intérêt. Cette expression a été vérifiée par immunobuvardage de type 
Western. Tel que présenté à la figure 19, les transfectants stables pour la forme sauvage 
ou la forme mutée du TGFP au site de clivage par la furine surexpriment des niveaux 
similaires de TGFP (figure l 9a). De plus, l'expression du TGFP des surnageants 
cellulaires de ces transfectants démontre que celui-ci n'est maturé que chez les CMV-
TGFp tel que démontré par l'apparition d'une bande correspondant au LAP, soit le pro-
peptide dénudé de la portion c-terminale mature du TGFP (figure l 9b ). Les transgènes 
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codant pour la forme sauvage ou la forme constitutivement active du TPR-1 possèdent 
l'étiquette HA. Ceci nous a permis de détecter l'expression de ces derniers chez les 
transfectants stables. On remarque à la figure l 9c que les récepteurs de type sauvage ou 
constitutivement actif sont exprimés de façon similaire chez ces transfectants stables. 
Enfin, le transgène codant pour le PDX porte l'étiquette 6-His ce qui nous a permis de 
s'assurer que le PDX est exprimé de façon comparable chez les CMV-PDX et les CMV-
PDX/TPR-IT2040 (figure 19d). Cette expression a été reconfirmée par un 
immunobuvardage de type Western utilisant un antisérum contre l'a1-antitrypsine 
(résultat non présenté). 
Afin de vérifier la fonctionnalité des transgènes, nous avons évalué par un essai ELISA la 
production de TGFp bioactif par les transfectants stables. Tel qu'illustré à la figure 20, 
les CMV-TGFP sécrètent environ cinq fois plus de TGFP bioactif que les cellules 
contrôles. De plus, les CMV-PDX, les TPR-Iwt, les TPR-1T2040 et les CMV-PDX/ TPR-
1 no4o sécrètent des concentrations de TGFP bioactif similaires à celles des cellules 
contrôles. Enfin, les CMV-TGFp275AHRAZ7s sécrétent 50% moins de TGFP bioactif que 
les cellules contrôles. Les différents transfectants produisent donc des concentrations de 
TGFp bioactif qui varient en fonction des transgènes impliqués. 
Étant donné qu'une grande proportion des réponses au TGFP est médiée par la voie des 
Smads (Levy et Hill, 2005), nous avons vérifié l'intégrité de cette voie de transduction du 













Figure 19 : Expression des transgènes chez les transfectants stables. L'expression des 
transgènes a été vérifiée par immunobuvardage de type Western chez tous les pools de chaque transfectant 
stable. Ces résultats représentent l'expression des transgênes d'un pool réprésentatif de chaque 
transfectants stables. (A) Expression du TGFP dans les lysats protéiques de cellules permettant de 
détecter la forme précurseure du TGFp. (B) Expression du TGFP dans les surnageants cellulaires 
permettant de détecter fa forme précurseure et la forme mature du TGFJ3. {C) Expression du récepteur 
TJ3R-I dans les lysats protéiques. (D) Expression du PDX dans les lysats protéiques. Les résultats sont 
représentatifs de trois expériences distinctes. 
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Figure 20 : Production de TGFP bioactif par les transf ectants stables. Les 
concentrations de TGF~ bioactif ont été mesurées par ELISA. Les cellules ont été sevrées à 0, 1 % de 
sérum 18 heures avant l'essai. La moyenne obtenue pour les différents pools de chaque transfectant stable 
est présentée. Les résultats sont représentatifs de deux expériences. Les résultats statistiques présentés 
ont été obtenus à l'aide du test de Student. La différence significative entre les cellules contrôles et les 
CMV-TGF~ a été reconfirmée à l'aide du test ANOVA (p = 0,014). 
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Pour ce faire, des immunobuvardages de type Western pour la forme phosphorylée de 
Smad2 ont été réalisés ainsi que des marquages en immunofluorescence pour ce même 
facteur de transcription et pour le second R-Smad principal, soit le Smad3. À la figure 
21, on remarque une augmentation de la forme phosphorylée de Smad2 chez les 
transfectants CMV-TGFP et TPR-1T2040. Par ailleurs, cette augmentation n'est pas 
retrouvée chez les CMV-TGFp275AHRAZ?S qui expriment un taux de Smad2 phosphorylé 
similaire à celui des cellules contrôles. De plus, on remarque que les niveaux de la 
forme phosphorylée de Smad2 détectés chez les CMV-PDX sont inférieurs à ceux des 
cellules contrôles et que ces niveaux sont rétablis lorsque la forme constitutivement 
active du récepteur de type 1 est coexprimée avec le PDX tel que démontré avec les 
transfectants stables CMV-PDX/TPR-1 T2040. On peut également constater à la figure 22 
que la forme phosphorylée de Smad2 et le Smad3 se retrouvent au noyau chez CMV-
TGFP et TPR-1 rzo4o de façon basale, alors que chez tous les autres transfectants stables 
on ne les retrouve dans ce compartiment cellulaire qu'à la suite d'une stimulation au 
TGFp. Ces résultats démontrent que la voie des Smads est modulable chez tous les 
transfectants et qu'elle est activée de façon basale chez les CMV-TGFP et les TPR-
l T204D. 
3.2.2 Induction de gènes cibles du TGFJ3 
Le TGFP est un inducteur d'une variété de gènes impliqués dans la progression tumorale 
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Figure 21 : Expression de la forme phosphorylée de Smad2. La fonctionnalité de la voie 
des Smads chez les transfectants stables a été évaluée selon l'expression de la forme phosphorylée de 
Smad2. Les cellules ont été sévrées 16 heures avant les essais et, lorsqu'indiqué, stimulées avec 5 ng/ml 
de TGFp. Le niveau d'expression de la forme phosphorylée de Smad2 a été détecté par 
immunobuvardage de type Western. Les résultats d'une expérience représentative, extraite d'un total de 















Figure 22 : Localisation cellulaire des principaux R-Smads chez les transfectants 
stables. La fonctionnalité de la voie des Smads chez les transfectants stables a été évaluée selon la 
localisation cellulaire de Smad3 et de la forme phosphorylée de Smad2. Les cellules ont été sévrées 16 
heures avant les essais et, lorsqu'indiqué, stimulées avec 5 ng/ml de TGFP. La localisation de Smad3 et 
de la forme phosphorylée de Smad2 a été observée par îmmunofluorescence. Les résultats obtenus pour 
!1111 des pools de chaque transfectant stable sont présentésé La micrographie présentée pour chaque 
ltransfectant stable c-0nstitue un champ représentatif de dix champs aléatoires. Les micrographies ont été 
prises à un grossissement de 1000 X. 
H3 
(Teraoka et al, 2001) et la MTl-MMP (Stawowy et al, 2004). On observe une 
surexpression de ces gènes chez CMV-TGFP tel que présentée à la figure 23. Les 
niveaux d'expression des quatre gènes étudiés sont similaires chez les cellules contrôles 
et les CMV-TGFp275AHRA278 • Ces résultats indiquent que la réponse des gènes induits 
par le TGFB est plus forte chez les CMV-TGFP que chez les autres transfectants stables 
qui sécrètent des concentrations inférieures de TGFP bioactif. 
L'ensemble de ces résultats suggère que les transfectants stables sont fonctionnels et 
qu'ils exercent les rôles attendus pour chacun tels que présentés au tableau V. Ils seront 
donc utilisés afin d'étudier le rôle de la maturation du TGFP par la furine dans la 
tumorigénèse. 
3.3 Impact de la maturation du TGF/J par la furine dans la 
tumorigénèse 
3.3.1 La prolifération 
3.3.1.1 Modèle cellulaire in vitro 
La capacité de prolifération des différents transfectants stables a été évaluée par 
incorporation de thymidine tritiée. Tel que présenté à la figure 24, les pools CMV-
TGFj3 prolifèrent davantage que les pools de cellules contrôles. On constate également 
que la prolifération des cellules transfectées au CMV-TGFp275AHRA278 n'est que 
légèrement inférieure à celle des CMV-TGFp. 
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Figure 23 : Induction de gènes cibles du TGFp. Le niveau d'expression de quatre gènes 
cibles du TGF~ a été évalué par PCR quantitatif en temps réel. Les cellules ont été sevrées 16 heures 
avant l 'essai. Les expériences ont été conduites en duplicata. Chaque graphique représente une 
expérience représentative. Les résultats obtenus ont été confirmés lors de quatre autres expériences 
effectuées selon des conditions identiques. Les données statistiques présentées ont été obtenues à l'aide 
du test de Student. Les écarts significatifs entre les groupes ont tous été reconfirmés par le test d' ANOV A 
avec les valeurs de p suivantes : (A) PAI-1. p = 0,011 (B) Furine. p = 0,003 (C) VEGF. p = 0,001 (D) 
MTl-MMP. p = 0,001. 
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Ceci peut s'expliquer par le fait que le CMV-TGFP sécrète au-delà de cinq fois plus de 
TGFP que les cellules contrôles alors que la sécrétion de TGFP bioactif par le CMV-
TGFp275AHRA278 n'est que deux fois supérieure à celle des cellules contrôles. Or, le 
TGFP augmente la prolifération qu'à de faibles concentrations. Il a un effet stimulateur 
beaucoup plus modéré et même nul à de plus fortes concentrations. 
En l'absence de maturation des substrats de la furine, la prolifération est réduite tel que 
démontré chez les pools CMV-PDX. Par contre, chez les transfectants stables CMV-
PDX/TPR-1 T2040, la capacité de prolifération est rétablie pour atteindre des niveaux 
comparables à ceux des cellules contrôles, ce qui souligne l'implication de la maturation 
du TGFP dans l'induction de la prolifération par la furine. On peut donc conclure que le 
TGFP est responsable de l'effet de la furine sur la prolifération cellulaire. 
3.3.1.2 Modèle de progression tumorale in vivo 
Afin d'étudier le rôle de la maturation du TGFP par la furine dans le développement du 
cancer in vivo, un modèle de progression tumorale chez des souris nu/nu a été utilisé. 
Différents transfectants stables ont été injectés de façon sous-cutanée chez ces souris et 
le développement des tumeurs a été observé en fonction du temps. 
3.3.1.2.1 La croissance tumorale 
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Figure 24 : Impact de la maturation du TGF~ par la furine sur la prolifération des cellules. La 
capacité de prolifération des transfectants stables a été étudiée par incorporation de thymidine tritiée. Les 
cellules ont été sevrées 16 heures avant l' incorporation de thymidine qui s'est étendue sur 8 heures. Le 
graphique présente les résultats obtenus en duplicata lors de deux expériences représentatitves pour un 
pool de chaque transfectant stable. Les résultats ont été confirmés par une autre expérience effectuée dans 
les mêmes conditions. Les données statistiques ont été calculées à partir du test de Student. La différence 
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Figure 25 : Impact de la maturation du TGFP par la furine sur la progression 
tumorale. Deux souris ont été injectées en quatre points sur le dos pour chaque pool de transfectants 
stables. Deux pools ont été utilisés pour chaque transfectants stables. Les tumeurs issues de ces injections 
ont été mesurées régulièrement sur une période de 20 jours. Le graphique présente les résultats obtenus 
pour toutes les tumeurs issues d'unpool de chaque transfectant stable. 
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Les transfectants stables ont été injectés en quatre points sur le dos des souris et les 
tumeurs résultantes ont été mesurées à différents temps afin d'en évaluer la croissance. 
On remarque à la figure 25 que la croissance des tumeurs dérivées de l'injection des 
CMV-TGFp275AHRA278 est augmentée par rapport à celle des tumeurs résultant de 
l'injection des cellules contrôles et des CMV-TGFp. L'effet stimulateur du TGFP sur la 
prolifération des cellules HT1080 semble donc être inhibé à de fortes doses. 
Chez les transfectants stables pour le TGFP de type sauvage, la maturation du TGFP par 
la furine semble donc avoir un rôle protecteur sur le développement tumoral in vivo, 
puisqu'en absence de celle-ci la croissance des tumeurs est augmentée. 
3.3.1.2.2 Expression des transgènes et activation de la voie des Smads chez les 
tumeurs 
Afin de s'assurer que les effets observés sur la croissance tumorale sont bien imputables 
à la présence des transgènes, l'expression de ceux-ci a été vérifiée chez chaque tumeur 
par immunobuvardage de type Western. Tel que démontré à la figure 26, l'expression 
de TGFP est augmentée chez les tumeurs issues de l'injection des CMV-TGFP et des 
CMV-TGFp275AHRA278. 
Afin de s'assurer de la fonctionnalité des transgènes chez les tumeurs, nous avons vérifié 
l'expression de la forme phosphorylée de Smad2 chez chaque tumeur par 
immunobuvardage de type Western. 
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Figure 26 : Expression du TGFf} et fonctionnalité de la voie des Smads dans les 
tumeurs. L'expression du TGFP et de la forme phosphorylée de Smad2 a été vérifiée par 
immunobuvardage de type Western. Ces expressions ont été observées dans 4 tumeurs pour chaque pool 
de transfectants stables. Cette figure présente le résultat obtenu pour une tumeur de chaque transfectant 
stable. L'expression de Smad2 et de l'actine a été vérifiée à titre de contrôle. 
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On observe à la figure 26 une plus forte expression de la forme phosphorylée de Smad2 
chez les tumeurs issues de l'injection de CMV-TGFp comparativement à celle obtenue 
chez les tumeurs résultant de l'injection des cellules contrôles. De plus, on remarque 
une faible expression de la forme phosphorylée de Smad2 chez les tumeurs provenant de 
l'injection de CMV-TGFp275AHRA278• Ceci démontre que la voie des Smads est plus 
fortement activée chez les tumeurs issues de l'injection de CMV-TGFP que chez les 
cellules contrôles alors qu'elle est presque inactive chez les tumeurs issues de l'injection 
des CMV-TGFp275AHRA278 . Ces résultats confirment que les transgènes, en plus d'être 
exprimés chez les tumeurs, sont fonctionnels. 
3.3.2 La dédifférenciation 
Une fois la tumeur formée, les cellules passent par un processus de dédifférenciation 
appelé EMT (Epithelial to Mesenchymal Transition) afin de développer la capacité 
d'interagir avec un nouvel environnement (Huber et al, 2005). La seconde étape de 
l'étude est donc de déterminer l'impact de la maturation du TGFP par la furine dans la 
dédifférenciation des cellules tumorales. Pour ce faire, l'organisation de l'actine, 
l'expression de la vimentine et la présence de cadhérines aux jonctions intercellulaires 
ont été observées par immunofluorescence chez les différents transfectants stables. Les 
cellules ont été sevrées à 0, 1 % de sérum et stimulées avec 5 ng/ml de TGFP 16 heures 
avant le début du marquage. Tel qu'illustré à la figure 27, chez les CMV-TGFj3, les 
TPR-Iwt et les TPR-IT2040, l'actine se localise majoritairement au cytoplasme où elle se 
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présente sous la forme de filaments organisés. Par contre, chez les autres transfectants 
stables, dont les CMV-TGFp275AHRAZ?S et les cellules contrôles, l' actine se situe 
principalement aux jonctions intercellulaires où elle se présente sous une forme 
désorganisée. 
À la suite d'une stimulation au TGFP de CMV-TGFp, de TPR-Iwt et de TPR-ITzo4o, on 
n'observe aucune modification de l'organisation ou de la localisation de l'actine. Les 
cellules contrôles et les CMV-TGFp275AHRAz7s, une fois stimulées, présentent une 
organisation de l'actine en filaments au niveau du cytoplasme. Le TGFP semble donc 
important pour l'organisation de l'actine en fibres de stress chez les cellules HTl 080. 
À la figure 27, on observe aussi le niveau d'expression du marqueur de dédifférenciation 
vimentine. Cette protéine est exprimée chez les cellules de type mésenchymal (Zavadil 
et Bottinger, 2005). On remarque une faible expression de la vimentine chez les CMV-
TGFp, les TPR-Iwt et les TPR-IT2040 comparativement à ce que l'on retrouve chez les 
cellules contrôles et le CMV-TGFp275AHRA278. De plus, une stimulation des CMV-
TGFp275AHRA27s avec 5 ng/ml de TGFP réduit l'expression de vimentine à des niveaux 
comparables aux CMV-TGFp. Cette même stimulation n'a aucun effet sur le niveau 
d'expression de la vimentine chez les CMV-TGFp, les TPR-lwt et les TPR-IT2040. Le 
TGFP semble donc être un inhibiteur de la dédifférenciation chez les cellules HTl 080. 
Enfin, la présence de cadhérines aux jonctions intercellulaires chez les différents 
transfectants stables est montrée à la figure 27. 
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Figure 27 : Impact de la maturation du TGFP par la furine sur la différenciation 
des cellules. Le niveau de différenciation des cellules a été étudié par un marquage en 
immunofluorescence de l'actine, de la vimentine et des cadhérines. Les cellules ont été sévrées et, 
lorsqu'indiqué, stimulées avec 5 ng/ml de TGF~ 16 heures avant le marquage. Les micrographies 
présentées constituent un champ représentatif de 10 champs aléatoires. Les micrographies ont été prises à 
un grossissement de 1000 X. Celles présentant l'organisation de l'actine constituent une superposition des 
cellules dans le visible (gris), des noyaux marqués au Dapi (bleu) et de l'actine marquée par 
immunofluorescence indirecte (rouge). Les résultats ont été confirmés lors de deux autres expériences 
effectuées selon des conditions expérimentales similaires. 
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On remarque qu'il y a présence de cadhérines aux jonctions intercellulaires de tous les 
transfectants stables et ce, en présence ou en absence d'une stimulation au TGFp. Par 
contre, l'organisation des cadhérines au niveau de ces jonctions diffère d'un transfectant 
à l'autre et selon la stimulation. En effet, les jonctions intercellulaires sont moins bien 
définies chez les CMV-TGFp, les TPR-Iwt et les TPR-IT2°40 que chez les cellules 
contrôles et les CMV-TGFp275AHRA278 en absence de stimulation. De plus, une 
stimulation au TGFP de tous les transfectants stables rend les jonctions intercellulaires 
encore moins définies. Le TGFP semble donc induire une désorganisation des jonctions 
in terce 11 ulaires. 
Ces résultats suggèrent que la maturation du TGFP par la furine n'est pas vraiment 
impliquée dans la dédifférenciation des cellules tumorales. Par contre, elle joue un rôle 
dans l'organisation du cytosquelette et inhibe la définition des jonctions intercellulaires. 
Ces deux facteurs peuvent favoriser l'invasion cellulaire dans les étapes subséquentes de 
la tumorigénèse. 
3.3.3 L'invasion cellulaire 
Afin de former des métastases, les cellules tumorales doivent développer la capacité de 
migrer à travers les tissus environnants. L'invasion cellulaire est donc une étape clé 
dans la progression tumorale. 
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Figure 28 : Impact de la maturation du TGFP par la furine sur la capacité 
d'invasion des cellules. Les essais d'invasion ont été effectués dans des chambres de Boyden sur 
une période de 7 heures. Une matrice de collagène de type IV à une concentration de 1 OO µg/ml a été 
utilisée. Le graphique représente les résultats obtenus dans deux expériences représentatives conduites en 
duplicata. Ces résultats ont été confirmés dans au moins deux autres expériences exécutées dans les 
mêmes conditions expérimentales. Les résultats statistiques présentés sur le graphique ont été calculés à 
partir du test de Student. Les écarts significatifs ont tous été reconfirmés à l'aide du test d' ANOV A (p = 
0,001). 
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Figure 29 : Impact de la maturation du TGFP par la furine sur la capacité 
d'adhésion des cellules. L'essai d'adhésion a été effectué sur une matrice de collagène de type IV à 
une concentration de 100 µg/ml sur une période de 2 heures. L'essai a été réalisé en triplicata. Le 
graphique présente les résultats obtenus pour un pool de chaque transfectant stable lors d'une expérience 
représentative. Les résultats ont été confirmés lors d 'une seconde expérience menée dans des conditions 
similaires. Les données statistiques présentées découlent du test de Student. La différence significative 
entre les CMV-TGF~ et les CMV-PDX/T~R-1 rzo4D a été confirmée par un test d ' ANOVA (p = 0,01 7). 
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Afin d'étudier l'impact de la maturation du TGF~ par la furine dans ce processus, les 
transfectants stables ont été utilisés dans un essai d'invasion cellulaire de 7 heures dans 
des chambres de Boyden sur une matrice de collagène de type IV. 
La figure 28 présente les résultats obtenus en invasion cellulaire pour les différents 
transfectants stables. On remarque que les CMV-TGFP ont une capacité d'invasion 
réduite par rapport aux cellules contrôles et aux CMV-TGFp275AHRAm. On constate 
également une hausse de la capacité d'invasion chez les CMV-PDX. On peut noter que 
cette augmentation de l'invasion chez les CMV-PDX est absente chez les CMV-
PDX/TPR-IT2040, mutation qui reconstitue la signalisation cellulaire associée au TGFp. 
On pourrait donc penser que le TGFP endogène inhibe le caractère invasif des cellules 
tumorales. De plus, le TGFP est responsable des effets de la furine sur l'invasion 
cellulaire. 
3.3.3.1 L'adhésion 
Tel que mentionné précédemment, dans le processus de migration à travers les tissus, les 
cellules doivent tout d'abord adhérer à la matrice extracellulaire (Albini et al, 2004). 
Afin de vérifier l'impact de la maturation du TGFP par la furine sur ce phénomène, les 
transfectants stables ont été soumis à un essai d'adhésion cellulaire sur une matrice de 
collagène de type IV. À la figure 29, on observe que la capacité d'adhésion des 
transfectants stables à une matrice de collagène de type IV est similaire pour les CMV-
127 
TGFp275AHRA278 et les cellules contrôles alors qu'elle est significativement augmentée 
chez les CMV-TGFP par rapport aux cellules contrôles et diminuée chez les 
transfectants stables contenant le CMV-PDX par rapport aux cellules contrôles. Le 
TGFP et la furine permettent donc chacun une meilleure interaction avec ce constituant 
de la matrice extracellulaire. Par contre, la coexpression du récepteur de type 1 
constitutivement actif et du CMV-PDX ne rétablie pas la capacité d'adhésion des 
cellules. Par conséquent, bien que les deux protéines augmentent l'adhésion cellulaire, 
le TGFP n'est pas responsable de l'effet de la furine dans ce processus. Ceci suggère 
que les deux acteurs utilisent des mécanismes différents dans ce contexte. L'invasion 
cellulaire nécessite aussi la capacité de dégrader la matrice extracellulaire, entre autres 
par la production de métalloprotéases. 
3.3.3.2 La production de MMP-2 
La capacité des transfectants stables à produire de la MMP-2 a été observée par 
zymographie. La figure 30 démontre une production de la pro-forme de la MMP-2 
(forme inactive) équivalente chez tous les transfectants stables. On observe également 
une bande additionnelle correspondant à la MMP-2 active chez tous les transfectants 
stables alors qu'elle est absente chez le contrôle. La production de MMP-2 active est 
toutefois plus importante chez les CMV-TGFP et les CMV-PDX/TPR-1 T2040 que chez 
les autres transfectants stables et les cellules contrôles. En fait, la production de MMP-2 
active est presque abolie chez CMV-TGFp275AHRA278 et CMV-PDX. 
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Figure 30 : Impact de la maturation du TGFf3 par la furine sur la production de 
MMP-2. La production de MMP-2 a été observée par zymographie. Les cellules ont été sevrées 16 
heures avant l'essai. Les résultats obtenus ont été confirmés dans trois autres expériences effectuées dans 
les mêmes conditions. 
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Le TGF~ et la furine semblent donc favoriser l'activation de la MMP-2. De plus, 
l'expression conjointe du récepteur de type 1 constitutivement actif et du CMV-PDX 
entraîne un rétablissement de la production de MMP-2 active. Ces résultats nous 
permettent de conclure que le TGF~ est responsable de l'effet de la furine sur la 
production de MMP-2 active. 
3.3.3.3 La formation d'invadopodes 
La production de MMP-2 corrèle souvent avec la formation d'invadopodes, des 
prolongements du cytoplasme riches en actine et en métalloprotéases que l'on retrouve 
chez les cellules cancéreuses (Chen et Wang, 1999). 
La formation d'invadopodes par les transfectants stables a donc été évaluée. 
Brièvement, les cellules ont été ensemencées sur une matrice de gélatine couplée à un 
fluorophore et les zones de dégradation ont été observées. À la figure 3 lA, on retrouve 
un schéma illustrant la structure des invadopodes. Concrètement, il se forme des 
prolongements cytoplasmiques au niveau de la membrane de la cellule invasive. Ces 
prolongements sont riches en actine (Baldassarre et al, 2006) et on retrouve une forte 
concentration de métalloprotéases à la surface membranaires de ceux-ci (Nakahara et al, 
1997). Ceci explique qu'on observe une zone de dégradation de la matrice colocalisant 
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Figure 31 : Impact de la maturation du TGFfl par la furine sur la formation 
d'invadopodes. Les cellules ont été cultivées sur une matrice de gélatine couplée à un fluorophore 
pendant 10 heures. La formation de zones de dégradation a été observée. Les microcraphies présentent la 
gélatine (vert), l' actine marquée à la phalloïdine (rouge) et les noyaux marqués au Dapi (bleu). (A) 
Schématisation de la structure des invadopodes et exemple type d'un invadopode chez les cellules 
HT1080. Les micrographies ont été prises à un grossissement de 400 X. (B) Formation d' invadopodes. 
Les micrographies ont été prises à un grossissement de l OO X. Les flèches blanches pointent les 
principales zones de dégradation. (C) Quantification des cellules dégradant la matrice de gélatine. Le 
graphique constitue la combinaison de trois expériences indépendantes réalisées dans les mêmes 
conditions. Les données statistiques ont été obtenues à l'aide du test de Student. Les écarts significatifs 
entre les groupes ont tous été reconfirmés à l 'aide d'un test d' ANOVA (p ::=: 0,001). 
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À la figure 3 lB, on remarque que la formation d'invadopodes varie d'un transfectant à 
l'autre tant au niveau de la quantité d'invadopodes formés qu'au niveau de la forme et 
de la taille de ces derniers. À la figure 31 C, on retrouve un graphique révélant la 
proprotion des cellules produisant des invadopodes pour chaque transfectants. Cette 
proportion a été déterminée en faisant le rapport du nombre de cellules associées à une 
zone de dégradation sur le nombre de cellules totales. On observe à la figure 31 C que la 
proportion de cellules dégradant la gélatine est augmentée chez les CMV-TGFP et les 
TPR-1 T2040 par rapport aux cellules contrôles. On remarque également une diminution 
de la formation d'invadopodes chez les CMV-TGFp275AHRA278 et chez les CMV-PDX par 
rapport aux cellules contrôles. Par contre, lorsqu'on coexprime le TPR-1T2040, qui 
reconstitue la signalisation du TGFp, avec le CMV-PDX, il y a une augmentation du 
nombre de cellules dégradant la matrice. Il y a donc reconstitution partielle de la 
formation d'invadopodes chez ces transfectants. 
Ces résultats indiquent que la maturation du TGFP favorise la formation d'invadopodes, 
ce qui corrèle avec les résultats obtenus pour la production de la MMP-2 active. De 
plus, le TGFP est en partie responsable des effets de la furine sur la formation des 
invadopodes tel que démontré grâce à l'expérience de reconstitution de la signalisation 
du TGFp chez les CMV-PDX. 
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3.3.3.4 La motilité cellulaire 
Un autre facteur impliqué dans l'invasion cellulaire est la motilité. Cet aspect a été 
observé chez les transfectants stables en utilisant la technique de rétrécissement des 
plaies. Afin de comparer le phénotype des cellules, des marquages de l'actine en 
immunofluorescence ont été effectués. Les essais se sont déroulés sur 24 heures. 
À la figure 32A, on observe que les CMV-TGFP sont nettement plus motiles que les 
cellules contrôles, alors que la motilité des CMV-TGFp275AHRAZ?S et des CMV-PDX est 
fortement réduite. La différence est déjà évidente après 12 heures et se maintient à 24 
heures. De plus, lorsqu'on coexprime les CMV-PDX avec les TPR-1T2040 
constitutivement actif, la motilité des cellules est partiellement rétablie si on la compare 
à celle des CMV-TGFp. À la suite du dénombrement des cellules motiles, on remarque 
une augmentation d'environ 30% de la capacité de motilité chez ces transfectants stables 
par rapport aux CMV-PDX (figure 32B). 
Afin de mieux comprendre les différences de motilité observées, le phénotype des 
cellules en mouvement a été étudié. Pour ce, des marquages de l'actine en 
immunoflorescence ont été effectués à différents temps. Tel que présenté à la figure 33, 
après 12 heures de migration, on remarque la présence d'actine fibrillaire focalisée chez 
les CMV-TGFp. Par contre, on retrouve de l'actine sur tout le contour des cellules 
contrôles et chez les CMV-TGFp275AttRA273, alors qu'elle est strictement localisée au 
niveau des lamellipodes chez les CMV-TGFp. 
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Figure 32 : Impact de la maturation du TGFP par la furine sur la motilité 
cellulaire. Les essais de motilité se sont déroulés sur 24 heures suivant la formation de la blessure. Les 
cellules ont été sevrées lors de la formation de la blessure. Chaque micrographie constitue un champ 
représentatif de cinq champs aléatoires. Les micrographies présentent la progression de la blessure et ont 
été prises à un grossissement de 160 X. (A) Progression des blessures. (B) Dénombrement des cellules 
motiles au centre de la blessure. Les résultats obtenus ont été confirmés par une deuxième expérience 
réalisée dans les mêmes conditions. 
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Figure 33 : Caractéristiques phénotypiques des cellules motiles. Les essais de motilité 
se sont déroulés sur 24 heures suivant la formation de la blessure. Les cellules ont été sevrées lors de la 
formation de la blessure. Chaque micrographie présente un champ représentatif de cinq champs 
aléatoires. Les micrographies ont été prises à l 000 X. Les flèches blanches pointent les lamellipodes. 
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Vingt-quatre heures après le début de l'essai, les lamellipodes sont plus proéminents 
chez les CMV-TGFP alors que chez les cellules contrôles, on retrouve l'actine sur tout le 
contour des cellules (figure 33). Chez les CMV-TGFp275AHRA278, la présence de l'actine 
au contour des cellules est fortement diminuée. Chez les cellules contrôles et les CMV-
TGFp, on remarque également la présence de longs prolongements, non visibles sur les 
micrographies présentées, du cytosquelette en direction de la zone de migration des 
cellules. Ces prolongements semblent plus importants chez les CMV-TGFP et sont 
absents chez les CMV-TGFp275AHRA278 • Par ailleurs, on constate que les cellules 
contrôles et les CMV-TGFp275AHRA278 ont une forme plus arrondie comparativement au 
CMV-TGFp. 
Ces résultats suggèrent que la TGFP et la furine augmentent la motilité des cellules. De 
plus, les résultats obtenus avec les transfectants stables pour le CMV-PDX permettent de 
conclure que le TGFP est en partie responsable de l'effet de la furine sur la motilité des 
cellules. Enfin, les études phénotypiques réalisées chez les transfectants stables pour la 
forme sauvage ou la forme mutée du TGFP au site de clivage de la furine indiquent que 
les cellules emploient possiblement des modes de migration différents selon que la 
furine exerce ou non ses fonctions. 
3.4 Impact de la maturation du TGF{J par la furine sur le type de 
migration des cellules 
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Les cellules cancéreuses peuvent utiliser deux principaux types de migration soit la 
migration mésenchymale, dépendante des métalloprotéases et des intégrines, et la 
migration amoeboïde, indépendante des métalloprotéases et des intégrines (Wolf et al, 
2003). Il a été démontré que ces deux types de migrations sont employés selon le 
contexte par les cellules HTI 080 (Carragher et al, 2006). Le type de migration employé 
par les différents transfectants stables a été évalué par une étude de la morphologie 
cellulaire et des essais d'invasion faisant intervenir des inhibiteurs de chacun des types 
de migration. 
3.4.1 La morphologie cellulaire 
Les différents transfectants stables ont été cultivés sur une matrice de collagène de type 
IV à une concentration de 1 OO µg/ml pendant quelques jours. La morphologie des 
cellules a été observée par microscopie en contraste de phase. Tel que présenté à la 
figure 34A, deux principaux phénotypes sont présents chez les pools de transfectants 
stables. En effet, on retrouve une certaine proportion de cellules mésenchymales et une 
certaine proportion de cellules amoeboïdes chez tous les pools. Certaines 
caractéristiques permettent de distinguer les deux phénotypes. D'une part, les cellules 
ayant une forme fibroblastoïde allongée et formant de longs prolongements sont 
considérées mésenchymales. D'autre part, les cellules ayant une morphologie 
ellipsoïdale ou ronde sans prolongement cytoplasmique important et formant plutôt des 
strutures de migrations telles que les lamellipodes sont considérées amoeboïdes. La 
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contribution relative de chaque type morphologique varie d'un type de transfectants à 
l'autre. En effet, on remarque à la figure 34B qu'il y a une plus forte proportion de 
cellules amoeboïdes chez les CMV-TGFP et les TPR-1 T104D que chez les autres 
transfectants et les cellules contrôles. De plus, on observe une plus fortes proportion de 
cellules mésenchymales chez CMV-PDX et lorsqu'on coexprime le récepteur 
constitutivement actif de type 1 avec ce dernier, on rétablie la plus forte présence de 
cellules amoeboïdes à des niveaux similaire à ceux des CMV-TGFp et des TPR-1 T204D. 
Ces résultats permettent de conclure que la maturation du TGFP par la furine favorise le 
développement d'un phénotype amoeboïde. De plus, le TGFP est responsable de l'effet 
de la furine sur la transition phénotypique des cellules. 
3.4.2 Les types de migration 
Afin de vérifier le type de migration employé par les différents transfectants stables, des 
essais d'invasion sur une matrice de collagène de type IV ont été réalisés en inhibant 
chaque fois un des types de migration. La migration de type mésenchymal a été inhibée 
à l'aide d'une combinaison de deux inhibiteurs, soit le GM6001 à une concentration de 
25 µM qui inhibe les métalloprotéases et le cocktail d'inhibiteurs Mini-Complete qui 
inhibe les protéases en général dont la plasmine. La migration de type amoeboïde a été 
inhibée par l'utilisation d'un inhibiteur de ROCK, une kinase induite par RhoA et 
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responsable de la migration amoeboïde, soit le Y-27632 (Demou et al, 2005) utilisé à 
une concentration de 10 µM. 
À la figure 35A, on constate qu'une stimulation au TGFp exogène entraîne une 
augmentation de la migration de type mésenchymal chez les cellules contrôles. Elle a le 
même effet chez les CMV-TGFp275AHRA278, mais elle augmente plutôt la migration de 
type amoeboïde chez les CMV-TGFP (résultats non présentés). Tel que présenté à la 
figure 35B, la surexpression de la forme sauvage du TGFP entraîne une augmentation de 
la migration de type amoeboïde. On observe la même tendance, quoiqu'elle soit plus 
prononcée, chez les TPR-1 T204D qui ont la signalisation du TGFP constitutivement 
activée. Par contre, on observe plutôt une migration de type mésenchymale chez les 
CMV-TGFp275AHRA278 et les CMV-PDX. De plus, lorsqu'on induit la signalisation du 
TGFP chez les CMV-PDX avec la coexpression de TPR-1T2040, on retrouve une plus 
grande proportion de cellules utilisant la migration de type amoeboïde. 
Ces résultats permettent de conclure que les TGFP exogène favorise une migration de 
type mésenchymal, alors que le TGFP surexprimé par les cellules induit plutôt une 
migration de type amoeboïde. Une surexpression de TGFP à long terme a donc les 
effets inverses d'une stimulation exogène sur une courte période. De plus, les résultats 
obtenus avec les transfectants stables pour le PDX permettent de conclure que le TGFP 




Phénotype mésenchymal Phénotype amoeboïde 
B. 
Transfectants stables 
Figure 34 : Impact de la maturation du TGFIJ par la furine sur la morphologie des 
cellules. Les cellules ont été cultivées pendant 28 heures sur une matrice de collagène de type IV à une 
concentration de IOOµg/ml. Chaque micrographie représente une esquisse d'un champ de cinq champs 
aléatoires et a été prise à un grossissement de 160 X. (A) Phéntoypes observés. Les micrographies 
présentent un exemple pour chaque phénotype cellulaire. (B) Dénombrement des cellules de type 
mésenchymal et de type amoeboïde. Le graphique consistue les moyennes obtenues avec deux champs 
aléatoires pour chaque transfectant stable. Les résultats ont été confirmés dans une seconde expérience 
réalisée dans les mêmes conditions. 
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Figure 35 : Impact de la maturation du TGF(i par la furine sur le type de migration 
des cellules. Les essais ont été effectués dans des chambres de Boyden sur une matrice de collagène de 
type IV à 1 OO µg/ml pendant une période de 7 heures. Les inhibiteurs ont été ajoutés au début des essais. 
La migration amoeboïde a été inhibée par l'ajout de Y27632 à une concentration de 10 µMet la migration 
mésenchymale a été inhibée par l'ajout de GM6001 à une concentration de 25 µM et du cocktail 
d'inhibiteurs Mini-Complete. (A) Effets de la stimulation exogène au TGF~. Le TGF~ a été ajouté au 




Le TGFP est une cytokine complexe. Il peut avoir des effets opposés selon le type 
cellulaire (Murphy et al, 2004) ou le contexte (Yan et al, 1994; Bachman et Park, 2005). 
Pour illustrer ce fait, on peut prendre l'exemple de la contribution du TGFP à la 
prolifération cellulaire et à la progression tumorale. D'abord, selon le type cellulaire, le 
TGFP peut induire ou inhiber la prolifération. Chez les cellules épithéliales, il inhibe la 
prolifération par un arrêt du cycle cellulaire en Gl (Howe et al, 1991). Par contre, il 
favorise la prolifération des fibroblastes en induisant la sécrétion du facteur FGF-2 qui 
active les voies de p38 et de JNK (Khalil et al, 2005). Ensuite, au niveau du cancer du 
sein, le TGFP joue un rôle protecteur au début du développement du carcinome alors 
qu'il devient un promoteur de la progression tumorale dans les stades plus avancés 
(Tang et al, 2003). En effet, au début du développement du carcinome, le TGFP inhibe 
la prolifération des cellules tumorales, ce qui ralentit la progression tumorale. Plus tard 
dans le processus, il peut par contre induire l'invasion, la motilité, l'angiogénèse et ainsi 
favoriser le développement des métastases. Ce même phénomène s'observe chez 
plusieurs types de tumeurs dont le cancer du colon et le carcinome squameux de 
l'œsophage (O'Grady et al, 2005 ; Andl et al, 2006). Le mécanisme exact par lequel le 
TGFP passe du rôle de suppresseur de tumeur au rôle d'oncogène n'est pas encore 
défini. Il pourrait résulter de mutations, d'une désensibilisation des cellules tumorales 
au TGFp ou d'une diminution de la réponse au TGFP due à la perte d'expression du 
TPR-11 (Yan et al, 1994; Tang et al, 2003; Bachman et Park, 2005; Andl et al, 2006). 
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En plus d'avoir des effets distincts selon le contexte, le TGF~ interagit avec une 
panoplie de molécules impliquées dans le cancer lors de son processus de maturation et 
d'activation. Parmi ces molécules, on retrouve la furine, la plasmine, la 
thrombospondine, les intégrines et les métalloprotéases (Gleizes et al, 1997). Tous ces 
acteurs de la maturation et de l'activation du TGF~ peuvent être surexprimés ou sous-
exprimés dans le contexte tumoral. On peut donc penser que l'interaction entre le TGF~ 
et ces molécules peut changer au cours de la progression tumorale. Le type d'interaction 
entre le TGF~ et chacun de ces acteurs au cours du processus tumoral pourrait peut-être 
permettre d'expliquer les rôles contradictoires de cette cytokine dans le cancer. À ce 
niveau, la furine constitue une cible importante à étudier. En plus de jouer un rôle clé 
dans la maturation du TGF~, la furine peut influencer son activation puisqu'elle est 
directement impliquée dans la maturation de certains de ses activateurs tels que les 
intégrines de la famille av et les métalloprotéases. Étudier le rôle de la maturation du 
TGF~ par la furine dans la tumorigénèse pourrait mener à de nouvelles pistes afin 
d'expliquer les effets évolutifs de ce dernier et sa contribution aux effets de la furine 
dans ce processus. 
Le processus tumoral peut se diviser en quatre principales étapes soit la prolifération et 
la survie cellulaire, la dédifférenciation, l'invasion ainsi que la formation de métastases 
et l'angiogénèse. Chaque étape doit être prise en considération dans l'étude du rôle de la 
maturation du TGF~ par la furine dans la tumorigénèse. 
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Le TGF~ influence la prolifération et la survie des cellules de façon dépendante du type 
cellulaire. Dans cette étude, les cellules HT1080 ont été utilisées. Il s'agit de cellules de 
fibrosarcome humain. Nos résultats obtenus en immunofluorescence (figure 13) 
démontrent que ces cellules ont un phénotype intermédiaire entre celui des cellules 
HepG2 et celui des cellules HEK 293, deux lignées épithéliales à des stades de 
différenciation différents (Graham et al, 1977 ; Darlington et al, 1987). Ces résultats 
permettent de suggérer que les cellules HTI 080 sont de type épithélial et qu'elles sont 
en partie dédifférenciées. En effet, elles expriment le marqueur mésenchymal vimentine 
utilisé pour étudier la transition d'un type épithélial à un type mésenchymal (Korsching 
et al, 2005 ; Zavadil et Bottinger, 2005). Pour confirmer ces résultats, il aurait été 
pertinent de faire un marquage en immunofluorescence pour la E-cadhérine et la N-
cadhérine. L'anticorps qui a été utilisé dans nos recherches reconnaît plusieurs types de 
cadhérines, soit la E-cadhérine, la N-cadhérine, la P-cadhérine, la V-cadhérine, la R-
cadhérine et la T-cadhérine (Geiger et al, 1990 ; Kartenbeck et al, 1991 ). Or on sait que 
la E-cadhérine est exprimée de façon préférentielle par les cellules épithéliales alors que 
la N-cadhérine se retrouve davantage chez les cellules fibroblastoïdes (Matsuyoshi et 
Imamura, 1997 ; Li et al, 2002 ; Derycke et Bracke, 2004). Un marquage de ces deux 
types de cadhérines aurait donc permis de caractériser plus précisément le stade de 
différenciation des cellules Hîl 080. 
Tel que décrit dans la littérature, le TGF~ inhibe la prolifération des cellules épithéliales 
normales (Howe et al, 1991). L'équipe du Dr Leof a démontré que le TGFP peut inhiber 
la phosphorylation de la sérine-thréonine kinase p34cdc2 et l'activité kinase de !'histone 
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Hl, toutes deux impliquées dans le cycle cellulaire (Howe et al, 1991). Ceci a pour effet 
d'arrêter le cycle cellulaire en phase G 1 /S et donc d'inhiber la capacité proliférative des 
cellules épithéliales. L'équipe du Dr Hill a démontré que cet arrêt du cycle cellulaire est 
dépendant de Smad4 (Levy et Hill, 2005). L'équipe du Dr Moses avait précédemment 
démontré que le TGFP peut inhiber la prolifération de plusieurs types cellulaires par la 
répression du gène c-Myc (Coffey et al, 1988), un proto-oncogène associé à une 
augmentation de la prolifération, de la croissance cellulaire, de l'apoptose et de la 
sénescence (Guney et Sedivy, 2006). L'équipe du Dr Wang a récemment démontré que 
ce mécanisme d'inhibition de la prolifération est dépendant de Smad3 (Frederick et al, 
2004). Le pouvoir inhibiteur du TGFP semble donc bien établi et peut s'expliquer par 
au moins deux mécanismes. Par contre, une autre équipe de recherche a démontré que le 
TGFP peut favoriser la prolifération des cellules épithéliales dans un contexte tumoral et 
ce, même à un stade précoce du développement tumoral (Lu et al, 2004). Le mécanisme 
par lequel le TGFP induit la prolifération cellulaire dans ce système n'est pas totalement 
élucidé, mais il pourrait s'agir d'une conséquence de l'augmentation de l'angiogénèse et 
de la production d'une panoplie de cytokines. Cette hypothèse est renforcée par 
l'expression accrue du récepteur ALK-1 et des Smads 1, 3 et 5 dans ce système (Lu et al, 
2004). 
Dans la majorité des études sur les effets du TGFp, des concentrations élevées de TGFP 
sont utilisées. On retrouve souvent des stimulations avec 2 à 10 ng/ml de TGFj3 
exogène. Dans la dernière étude présentée, ce sont de faibles concentrations qui ont été 
utilisées, soit au plus 1 ng de TGFP par mg de protéines. Nos résultats obtenus en 
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incorporation de thymidine tritiée (figure 14) démontrent que le TGF~ peut induire la 
prolifération des cellules épithéliales HTl 080 à de faibles concentrations, soit moins de 
5 ng/ml. À des concentrations plus élevées, le TGFP perd son impact sur la prolifération 
cellulaire pour revenir à des niveaux de base lorsque la concentration atteint 40 ng/ml. 
La concentration de TGFP bioactif présente dans le milieu semble donc importante pour 
son effet différentiel sur la prolifération des cellules HTl 080. 
Bien que plus d'une étude démontre que le TGFP régule la prolifération cellulaire à la 
baisse par la voie des Smads, il a été démontré que la voie de PI3K (Wilkes et al, 2005), 
ainsi que les voies de p38 et JNK (Khalil et al, 2005), peuvent être impliquées dans 
l'induction de la prolifération chez les fibroblastes. Or on sait que certaines de ces voies 
peuvent interagir entre elles. Par exemple, JNK peut augmenter l'activation de la voies 
des Smads en phosphorylant les R-Smads (Engel et al, 1999 ; Mori et al, 2004). Une 
fois activé, le Smad3 peut induire le facteur p38 (Leivonen et al, 2006) qui pourrait être 
impliqué dans l'activation de JNK (Hocevar et al, 1999) entraînant un boucle 
d'amplification de la voie des Smads. Par ailleurs, il est connu que la voie de Ras est 
constitutivement active chez les cellules HTl 080 (Gupta et al, 2000 ; Gupta et 
Stanbridge, 2001 ; Gupta et al, 2001). La voie de Ras mène entre autres à l'activation de 
ERKl/2 qui peut inhiber la voie des Smads (Kretzschmar et al, 1999). On peut penser 
qu'à long terme et selon l'intensité de la stimulation, la signalisation par la boucle 
d'amplification des Smads ou celle de la voie de Ras sera privilégiée. À de fortes 
concentrations, la voie de signalisation des Smads pourrait être favorisée par rapport à 
celle de Ras par la plus forte activation de TPR-1 et par la boucle d'amplification entre 
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p38 et JNK. Ceci pourrait expliquer l'inhibition de la prolifération observée. Par contre, 
à de plus faibles concentrations, on peut supposer que la voie des Smads est inhibée par 
ERK 1/2 puisque la voie de Ras est fortement activée. Par conséquent, l'effet inhibiteur 
de la voie des Smads sur la prolifération cellulaire est diminué et on peut observer une 
augmentation de la prolifération médiée par la voie de PI3K et p38. Des essais de 
prolifération par incorporation de thymidine tritiée utilisant des inhibiteurs spécifiques à 
chacune de ces voies nous permettraient de valider ces hypothèses. 
À la suite de la détermination des effets du TGFp exogène sur la prolifération des 
cellules HT1080 en culture, nous avons déterminé le rôle de la maturation du TGFP par 
la furine dans ce processus. On constate à l'aide d'essais d'incorporation de thymidine 
tritiée que la capacité de prolifération des transfectants stables pour la forme mutée du 
TGFP au site de clivage par la furine est équivalente à celle des transfectants stables 
pour la forme sauvage de celui-ci (figure 24). Ces données concordent avec les effets 
observés pour les cellules HTI 080 parentales stimulées avec des doses croissantes de 
TGFP (figure 14). En effet, les transfectants stables pour la forme mutée du TGFP 
sécrètent environ 1 ng/ml de TGFP bioactif alors que celui pour la forme sauvage en 
sécrète plus de 5 ng/ml (figure 20). Or nos résultats obtenus pour les cellules parentales 
stimulées au TGFp exogène démontrent que ce dernier induit la prolifération à de faibles 
concentrations et que cet effet stimulateur diminue à de plus fortes concentrations, soit 
des concentrations supérieures à 5 ng/ml (figure 14). De plus, on observe un plateau 
entre 2 ng/ml et 5 ng/ml de TGFP exogène. Il n'est donc pas étonnant que la 
prolifération des cellules soit aussi importante chez les deux transfectants. Par contre, 
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on constate que lorsqu'on inhibe la furine avec le PDX, il y a une forte inhibition de la 
prolifération (figure 24). Ceci peut s'expliquer par le fait que les cellules ont besoin 
d'un seuil minimal de stimulation par les facteurs de croissance pour proliférer. En 
effet, il a été démontré que les cellules nécessitent de 5% à 10% de sérum pour proliférer 
de façon continue (Holley, 1975) et qu'en absence de sérum, la capacité de prolifération 
peut être rétablie par l'ajout de facteurs de croissance exogènes dans le milieu tels que le 
PDGF, l'EGF et l'insuline (Larsson et al, 1985). Or le TGFP endogène est un facteur de 
croissance important chez les cellules transformées. Par conséquent, si on inhibe la 
maturation de ce dernier et qu'on maintient les cellules dans un état de sevrage, il est 
normal que leur prolifération soit grandement réduite. D'ailleurs, lorsqu'on stimule les 
cellules exprimant l'inhibiteur de la furine avec du TGFP exogène, on rétablit la capacité 
de prolifération à des niveaux similaires à ceux observés chez les transfectants stables 
pour la forme sauvage du TGFP (résultat non présenté). On observe également une 
récupération de la capacité de prolifération des cellules lorsqu'on coexprime l'inhibiteur 
de la furine et le récepteur TPR-1 constitutivement actif chez les cellules HTl 080 (figure 
24). Même si ces cotransfectants stables sécrètent des taux de TGFP bioactif 
comparables à ceux des cellules contrôles (figure 20), les mécanismes de transduction du 
signal reliés au TGFP semblent être constitutivement actifs tel que démontré par 
l'augmentation des niveaux de Smad2 phosphorylé qui sont comparables à ceux des 
transfectants stables exprimant la forme sauvage du TGFP (figure 21) et la localisation 
nucléaire de la forme phosphorylée de Smad2 et de Smad3 (figure 22). Ces résultats 
indiquent que le TGFP est responsable de l'effet de la furine sur la prolifération 
cellulaire. 
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Afin de consolider les résultats obtenus in vitro, nous avons établi un modèle in vivo de 
progression tumorale. Pour ce, nous avons induit des tumeurs à partir des transfectants 
stables exprimant la forme sauvage ou la forme mutée du TGFP au site de clivage par la 
furine chez des souris nu/nu. On constate que chez les tumeurs issues de l'injection des 
transfectants stables exprimant la forme mutée du TGFP au site de clivage par la furine, 
la voie de signalisation principale du TGFp, soit la voie des Smads, est faiblement 
induite (figure 26). On peut donc penser qu'il y a très peu de TGFP bioactif dans 
l'environnement tumoral de celles-ci. Toutefois, pour confirmer ceci, il faudrait doser le 
TGFP bioactif dans les lysats protéiques des tumeurs par ELISA. Comme pour les 
expériences in vitro, on remarque que les tumeurs issues de l'injection des transfectants 
stables exprimant la forme mutée du TGFP au site de clivage par la furine progressent 
plus rapidement que celles issues des transfectants stables exprimant sa forme sauvage 
(figure 25). Ceci vient consoJlder l'hypothèse voulant que la maturation du TGFP par la 
furine ait un effet protecteur sur le développement tumoral du point de vue de la 
prolifération cellulaire. Afin de mieux caractériser le rôle de chaque voie de 
signalisation dans la prolifération des cellules en réponse au TGFp, il serait intéressant 
de refaire les mêmes expériences en comparant les cellules HT1080, qui ont une voie de 
Ras constitutivement active, aux cellules MCH603, une sous-population de HTI 080 qui 
a subi une mutation ayant entraîné la perte de l'allèle constitutivement active de Ras 
(Gupta et al, 2000; Gupta et al, 2001). De cette façon, on pourrait déterminer si l'effet 
protecteur de la maturation du TGFP par la furine est présent uniquement chez les 
tumeurs possédant un Ras constitutivement actif ou s'il s'applique à toutes les tumeurs. 
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Il serait également intéressant de vérifier le niveau d'expression du TPR-II à la surface 
des cellules afin de déterminer si les effets observés sont imputables à une perte ou une 
diminution de la réponse au TGFP par les cellules HTl 080 exprimant le TGFP de type 
sauvage. En effet, il a été démontré par l'équipe du Dr Rustgi que lors de la transition 
d'un type cellulaire épithélial à un type cellulaire mésenchymal, il y a perte d'expression 
de la E-cadhérine qui interagit avec le récepteur T~R-II par son domaine extracellulaire 
(And! et al, 2006). Cette perte d'expression entraîne une diminution d'expression du 
T~R-11 à la surface cellulaire, par !'endocytose et possiblement la dégradation du 
récepteur, et ainsi une résistance des cellules au TGFP (And! et al, 2006). 
Une fois que les cellules tumorales ont acquis un avantage de prolifération, elles doivent 
développer leur capacité d'interagir avec l'environnement. Pour ce faire, les cellules se 
dédifférencient afin de revenir au stade mésenchymal. Le TGFP est impliqué de 
différentes façons dans la transition des cellules d'un type épithélial vers un type 
mésenchymal (Huber et al, 2005 ; Zavadil et Bêittinger, 2005 ; Medici et al, 2006 ; Rees 
et al, 2006). Il participe d'abord à la répression de la E-cadhérine aux jonctions 
intercellulaires. L'équipe du Dr Filtzgerald a démontré que le TGFP peut induire 
l'expression de S 1 P qui est un inhibiteur de l'expression de la E-cadhérine (Rees et al, 
2006). L'équipe du Dr Cano a aussi démontré que le TGFP peut collaborer avec FGF-2 
et Ras pour induire l'expression de Snail, un important inhibiteur de la E-cadhérine qui 
est fortement impliqué dans la dédifférenciation cellulaire chez les cellules épithéliales 
(Peinado et al, 2003). L'équipe du Dr Goodenough a confirmé ces résultats et a clarifié 
les mécanismes impliqués (Medici et al, 2006). En fait, la voie de Ras est impliquée 
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dans l'induction de Snail qui diminue de moitié l'expression de la E-cadhérine, des 
claudines et des occludines. Ensuite, une interaction entre la voie des Smads et la voie 
de PI3K permet l'inhibition de la GSK3P et, ainsi, le recrutement de la P-caténine au 
noyau, ce qui médie la suite de la transition d'un type épithélial vers un type 
mésenchymal et la perte finale de la E-cadhérine aux jonctions intercellulaires (Medici 
et al, 2006). En plus d'induire la transition des cellules épithéliales vers un type 
mésenchymal, le TGFP peut être impliqué dans d'autres conversions phénotypiques. 
Entre autres, il peut induire un changement phénotypique chez les hépatocytes, ce qui 
leur confère une morphologie fibroblastoïde favorisant un caractère plus invasif 
(Gotzmann et al, 2002). 
Nos résultats obtenus en immunofluorescence (figure 27) ne démontrent pas de façon 
claire une implication de la maturation du TGFP par la furine dans le processus de 
dédifférenciation. En fait, chez les transfectants stables pour la forme mutée du TGFP 
au site de clivage par la furine, on observe une désorganisation de l'actine et une 
localisation concentrée aux jonctions intercellulaires. Par ailleurs, chez les transfectants 
stables pour la forme sauvage du TGFP et pour son récepteur TPR-1, à la suite d'une 
stimulation au TGFP exogène, il y a rétablissement de l'organisation de l'actine et une 
relocalisation au cytoplasme. Lors de la dédifférenciation, on observe en général une 
organisation de l'actine en fibres de stress (Tumbarello et al, 2005) telles que celles 
observées chez les transfectants stables pour la forme sauvage du TGFp. Par contre, on 
observe normalement une induction de l'expression du marqueur vimentine lorsque la 
cellule atteint un stade de différenciation mésenchymal (Zavadil et Bottinger, 2005). 
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Toutefois, nos résultats montrent que l'organisation de l'actine en filaments concorde 
avec une perte d'expression de la vimentine. Ceci indiquerait une redifférenciation 
plutôt qu'une dédifférenciation. Enfin, au cours de la dédifférenciation, on observe une 
perte de l'expression de la E-cadhérine aux jonctions intercellulaires (Hu ber et al, 2005 ; 
Zavadil et Bottinger, 2005). Nos résultats montrent une réorganisation des jonctions 
intercellulaires, mais pas de perte d'expression des cadhérines. Ceci peut s'expliquer 
par le fait que dans le développement tumoral, il y a perte de l'expression de la E-
cadhérine et gain d'expression de la N-cadhérine et, dans une moindre mesure, de la 
cadhérine 11 aux jonctions intercellulaires (Tomita et al, 2000 ; Cavallaro et al, 2002). 
En fait, la perte d'expression de la E-cadhérine semble correspondre au gain de N-
cadhérine aux jonctions intercellulaires (Li et al, 2002). Tel que discuté précédemment, 
l'anticorps utilisé ne permet pas d'observer ce changement d'expression. Un marquage 
en immunofluorescence de la E-cadhérine et de la N-cadhérine avec des anticorps 
spécifiques permettrait de mieux étudier les variations au niveau des jonctions 
cellulaires. 
En résumé, nos résultats semblent indiquer que la maturation du TGF~ par la furine 
aurait un rôle protecteur sur les tumeurs primaires puisqu'en inhibant leur capacité de 
dédifférenciation, elle rend l'invasion cellulaire plus difficile. Par contre, elle aurait un 
rôle promoteur sur les métastases puisqu'en favorisant leur redifférenciation, elle leur 
permet d'interagir avec un nouvel environnement pour former une tumeur secondaire. 
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Afin de mieux comprendre le rôle de la maturation du TGFP dans le processus de 
dédifférenciation, il serait intéressant de vérifier l'expression de Snail et de la P-caténine 
par PCR quantitatif en temps réel ou par immunofluorescence chez les différents 
transfectants stables. Ce sont deux acteurs importants dans le processus et dans la perte 
d'expression de la E-cadhérine. Les cadhérines sont impliquées dans l'adhésion entre 
les cellules, mais les cellules tumorales doivent aussi interagir avec la matrice 
extracellulaire. Cette dernière adhésion est assurée par les intégrines (Petruzzelli et al, 
1999). Il serait donc pertinent d'observer l'expression des intégrines par 
immunofluorescence ou par cytométrie de flux. De plus, l'expression de la E-cadhérine, 
de la N-cadhérine, de Snail et de la p-caténine pourrait être évaluée chez les tumeurs 
obtenues dans notre modèle de progression tumoral. On pourrait ainsi confirmer les 
résultats obtenus in vitro. 
Une fois dédifférenciées, les cellules tumorales commencent à envahir les tissus pour 
atteindre la circulation sanguine et former des métastases. Le TGFP est aussi impliqué 
dans l'invasion cellulaire. Le rôle du TGFP dans ce processus est un peu contradictoire. 
Dans certains cas, le TGFP induit l'invasion cellulaire et dans d'autres cas, il l'inhibe. 
Plusieurs études démontrent l'implication du TGFP dans l'induction de l'invasion 
cellulaire. L'équipe du Dr Cano a démontré que le TGFP peut induire l'expression de 
Snail chez les cellules épithéliales (Peinado et al, 2003). Ce laboratoire a ensuite 
démontré que Snail collabore avec E47 pour inhiber l'expression de la E-cadhérine et 
que la perte d'adhésion intercellulaire qui en découle se manifeste par une augmentation 
de la capacité d'invasion de ces cellules (Peinado et al, 2004). L'équipe du Dr 
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Stamenkovic a pour sa part démontré que la MMP-9 peut activer le TGFP chez les 
cellules tumorales. À la suite de cette activation du TGFp, ils observent une 
augmentation de la capacité d'invasion des cellules tumorales (Yu et Stamenkovic, 
2000). Le laboratoire du Dr Leask a établi que le TGFP induit l'expression de 
CTGF/CCN2, un promoteur de la migration cellulaire, par une coopération entre Smad3 
et Ets-1 chez les fibroblastes (Van Beek et al, 2006). Enfin, l'équipe du Dr Miyoshi a 
tenté de comprendre le mécanisme par lequel le TGFP promeut l'invasion des cellules 
chez les hépatomes. Ils ont déterminé que de fortes concentrations de TGFp, soit de 
l'ordre de 10 ng/ml, augmentent l'expression de LM07, un facteur de transcription, et 
de LM07S, un variant obtenu par épissage alternatif. L'induction de l'expression de ces 
deux facteurs corrèle avec l'augmentation de l'invasion des hépatomes (Nakamura et al, 
2005). 
D'autres études démontrent que le TGFP peut inhiber l'invasion cellulaire. Une 
première étude menée dans le laboratoire du Dr Yamada a démontré que le TGFP peut 
inhiber l'invasion des cellules HTI 080 en induisant fortement l'expression des TIMPs 
(Kubota et al, 1991 ). L'équipe du Dr Hong a confirmé ces résultats et en a précisé le 
mécanisme. Le TGFP induit l'expression de TIMP-1 par la voie de ERKI/2 et Spl 
(Kwak et al, 2006). L'équipe du Dr Sisley a démontré dans deux études que le TGFP 
inhibe l'invasion des cellules tumorales de mélanomes oculaires (Woodward et al, 2002 
; Woodward et al, 2005). 
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En accord avec la littérature citée précédemment, nos résultats obtenus pour les essais 
d'invasion sur une matrice de collagène de type IV sont contradictoires. Lorsqu'on 
stimule les cellules HT1080 avec des doses croissantes de TGFp, on obtient une 
augmentation de l'invasion qui semble concentration-dépendante (figure 16). Le TGFP 
semble donc induire l'invasion des cellules HT1080. Par contre, lorsqu'on refait la 
même expérience avec les transfectants stables exprimant la forme sauvage du TGFP ou 
sa forme mutée au site de clivage par la furine, on obtient l'effet inverse. Les 
transfectants stables exprimant la forme sauvage du TGFP sont moins invasifs que ceux 
exprimant la forme mutée au site de clivage par la furine (figure 28). De plus, lorsqu'on 
inhibe la furine avec le PDX, on observe une augmentation de l'invasion des cellules et 
si on coexprime la forme constitutivement active du récepteur TPR-I avec le PDX, on 
observe une inhibition de l'invasion équivalente à celle observée pour les transfectants 
stables exprimant la forme sauvage du TGFP (figure 28). De plus, à la suite d'une 
stimulation avec du TGFP exogène, on observe une augmentation de l'invasion 
cellulaire chez tous les transfectants stables étudiés (résultat non présenté). 
Un premier facteur pourrait expliquer le résultat obtenu pour les transfectants stables 
exprimant la forme sauvage du TGFp. Nos résultats obtenus en PCR quantitatif en 
temps réel démontrent que l'expression de PAI-1, un inhibiteur de la maturation du 
plasminogène en plasmine, est fortement augmentée chez ces transfectants (figure l 9a). 
La plasmine est impliquée dans la migration cellulaire puisqu'elle peut cliver des 
constituants de la matrice extracellulaire tels que le collagène (Vassalli et al, 2001 ). Or 
en présence de PAI-1, l'expression de la plasmine est réduite et, par conséquent, il est 
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normal d'observer une inhibition de l'invasion de type mésenchymal qui nécessite la 
dégradation des fibres de collagène. Ce phénomène s'explique par l'implication de 
plusieurs facteurs du système du plasminogène dans l'invasion cellulaire. D'abord, chez 
les cellules HT1080, une forte activité de l'uPA, un activateur du plasminogène, entraîne 
une augmentation de la capacité d'intravasation de ces cellules (Madsen et al, 2006). 
Par la suite, on sait que chez ces cellules, les récepteurs uPAR de l'uPA sont nécessaires 
pour la signalisation de l'intégrine a5~ 1 en réponse à la fibronectine et sont ainsi 
impliqués dans l'invasion tumorale (Wei et al, 2006). Par ailleurs, le tPA augmente pour 
sa part l'expression de la MMP-9 (Hu et al, 2006). De plus, la plasmine est un important 
activateur de plusieurs métalloprotéases de type gélatinases (Cai et al, 2005) et de la 
collagénase MMP-1 (Davis et al, 2001). Enfin, chez les cellules HT1080, en présence 
de la plasmine, la proMMP-2 et la proMMP-9 sont activées par celle-ci de façon 
indépendante de la MTl-MMP, ce qui augmente l'invasion cellulaire sur une matrice de 
collagène de type IV (Mazzieri et al, 1997). Par conséquent, la réduction de la capacité 
d'invasion des transfectants stables CMV-TGF~ pourrait être dû à la diminution de 
l'activité de la plasmine par la forte présence de l'inhibiteur PAI-1. 
Un deuxième facteur pourrait être impliqué dans la diminution de la capacité d'invasion 
des CMV-TGF~. En absence de vimentine, la réorganisation de l' actine est inefficace ce 
qui entraîne une diminution de la motilité des cellules (Eckes et al, 1998). L'expression 
de la vimentine est réduite chez les transfectants stables pour la forme sauvage du TGF~ 
(figure 27). On peut donc penser que ces cellules ont une réorganisation de l'actine 
partiellement déficiente et donc une capacité de motilité limitée. Ceci expliquerait la 
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diminution de l'invasion chez ceux-ci. Par contre, nos résultats obtenus dans les essais 
de motilité par rétrécissement des plaies indiquent une augmentation de la motilité chez 
les CMV-TGFf3 par rapport aux cellules contrôles (figure 32) et une réorganisation de 
l'actine pour former des lamellipodes (figure 33). Ces résultats suggèrent que la 
vimentine ne joue pas de rôles dans la diminution de la capacité d'invasion des CMV-
TGFf3. 
Pour tenter de mieux expliquer les résultats que nous avons obtenus en invasion, nous 
avons décortiqué le processus d'invasion et nous avons étudié quatre facettes du 
processus, soit l'adhésion cellulaire, la production de MMP-2, la formation 
d'invadopodes et la motilité. 
Très peu d'études ont vérifié le rôle du TGFf3 dans l'adhésion cellulaire et les résultats 
varient quelque peu entre elles. D'abord, l'équipe du Dr Wen a démontré que le TGFf3 
peut promouvoir l'adhésion des cellules de cancers gastriques (Wang et al, 2006). Le 
laboratoire du Dr Kim a démontré que la protéine de la matrice extracellulaire f3ig-h3, 
induite entre autres par le TGFf3, augmente l'adhésion des cellules par une interaction 
avec l'intégrine avf3s dans le processus de l'athérosclérose (Lee et al, 2006). Par contre, 
l'équipe du Dr Sisley a démontré que le TGFf31 n'a aucun effet sur la capacité 
d'adhésion des cellules de mélanome oculaire. Seul !'isoforme TGFf32 tend à augmenter 
l'adhésion de ces cellules (Woodward et al, 2005). L'équipe du Dr Menke a aussi 
démontré qu'une stimulation des cellules d'adénocarcinome de pancréas avec du TGFf3 
exogène entraîne une réduction d'environ 50% de leur capacité d'agrégation, une autre 
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forme d'adhésion, par un mécanisme impliquant la voie de PBK (Vogelmann et al, 
2005). L'effet du TGFP sur l'adhésion des cellules dans un contexte tumoral n'est donc 
pas très bien défini dans la littérature. 
Nos résultats obtenus dans les essais d'adhésion sur une matrice de collagène de type IV 
indiquent que le TGFP induit l'adhésion des cellules HT1080 de façon importante à des 
concentrations inférieures à 10 ng/ml (figure 15). À de plus fortes concentrations, 
l'augmentation de l'adhésion par le TGFP est progressivement réduite. De plus, 
lorsqu'on fait la même expérience en utilisant les transfectants stables exprimant la 
forme sauvage du TGFP ou sa forme mutée au site de clivage par la furine, on obtient les 
mêmes résultats, c'est-à-dire que les transfectants stables pour la forme sauvage du 
TGFP ont une meilleure capacité d'adhésion que les transfectants stables pour la forme 
mutée au site de clivage par la furine et le CMV-PDX (figure 29). Par contre, lorsqu'on 
rétablie la signalisation du TGFP chez les CMV-PDX avec le TPR-1 r2040, la capacité 
d'adhésion des cellules n'est pas rétablie. Par conséquent, le TGF~ ne semble pas 
impliqué dans les effets de la furine sur la capacité d'adhésion des cellules. Ces deux 
facteurs doivent donc utiliser deux mécanismes différents pour exercer leurs fonctions 
dans ce contexte. On peut penser que le TGFP agit plutôt sur les protéines de la matrice 
extracellulaire (Lee et al, 2006) alors que la furine agit au niveau de l'activation des 
intégrines (Lehmann et al, 1996 ; Lissitzky et al, 2000). Pour comprendre le mécanisme 
impliqué dans ce processus, il serait intéressant de vérifier l'expression des intégrines 
par immunofluorescence ou par cytométrie de flux chez les différents transfectants et ce, 
en présence ou en absence d'une stimulation au TGFp. D'une part, les intégrines de la 
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famille a 3 pourraient être observées puisqu'elles sont des substrats de la furine 
(Lehmann et al, 1996). D'autre part, les intégrines avPs, avP6 et avPs pourraient 
également être étudiées puisqu'elles sont impliquées dans le processus d'activation du 
TGFP (Asano et al, 2005 ; Cambier et al, 2005 ; Fontana et al, 2005). De plus, une 
vérification de l'effet du TGFP sur la capacité d'agrégation des cellules HT1080 pourrait 
venir compléter l'étude de l'impact de celui-ci sur l'adhésion cellulaire. 
Tel que discuté, nos résultats démontrent que la maturation du TGFP par la furine 
entraîne une augmentation de la capacité d'adhésion des cellules HTl 080. On sait que 
les cellules doivent être en mesure d'interagir avec la matrice extracellulaire pour le 
processus d'invasion cellulaire. Par contre, l'adhésion ne doit pas être trop forte afin 
que les cellules puissent se détacher de la matrice extracellulaire et se déplacer. Il est 
possible que la stimulation au TGFP entraîne une augmentation de l'adhésion cellulaire 
suffisante pour permettre l'interaction avec la matrice cellulaire, mais sans être 
excédante afin de permettre le détachement et la migration des cellules. Ceci 
expliquerait que la stimulation des cellules HTl 080 avec des doses croissantes de TGFP 
induit l'invasion cellulaire. Par contre, une stimulation soutenue des cellules au TGFp, 
comme dans le cas des transfectants stables exprimant la forme sauvage du TGFp, 
pourrait briser cet équilibre ; à long terme l'adhésion pourrait, bien qu'elle demeure 
équivalente en force, devenir plus stable et plus difficile à rompre. On sait par exemple 
qu'une stimulation soutenue au TGFj3 est nécessaire afin d'augmenter l'expression de la 
furine et ainsi augmenter l'activation des intégrines impliquées dans l'adhésion 
cellulaire (Blanchette et al, 1997 ; Posthaus et al, 2003). Ceci pourrait expliquer que les 
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transfectants stables exprimant la forme sauvage du TGFp possède une capacité 
d'invasion réduite ; les cellules adhèrent à la matrice extracellulaire et peuvent interagir 
avec elle, mais elles n'ont pas la capacité de se détacher pour migrer. Dans ce contexte, 
la maturation du TGFP par la furine aurait un rôle protecteur sur le développement 
tumoral en inhibant la progression de la tumeur et la capacité des cellules d'atteindre la 
circulation sanguine puisqu'elle permet de maintenir une concentration élevée constante 
de TGFP dans l'environnement tumoral. 
Lorsque les cellules interagissent avec la matrice extracellulaire, elles peuvent employer 
deux modes de migration (Wolf et al, 2003 ; Carragher et al, 2006). Dans le premier 
type de migration, la migration mésenchymale, les cellules doivent dégrader la matrice 
extracellulaire pour migrer et atteindre les vaisseaux sanguins. Dans le second mode de 
migration, la migration amoeboïde, les cellules doivent exercer des forces sur les 
constituants de la matrice extracellulaire afin de la déformer et pouvoir la traverser. La 
migration mésenchymale est la mieux connue et fait intervenir les métalloprotéases, dont 
la MMP-2, pour dégrader les constituants de la matrice extracellulaire. Le TGFp est 
connu pour augmenter l'expression de certaines métalloprotéases telles que la MMP-2, 
la MMP-9 et la MMP-13 (Leivonen et al, 2002 ; McMahon et al, 2003 ; Stuelten et al, 
2005). L'équipe du Dr Kiihiiri a démontré que le TGFJ3 induit l'expression de la MMP-
13 chez les fibroblastes par l'intervention de Smad3 et de la voie de p38 (Leivonen et al, 
2002). Le laboratoire du Dre Roberts a démontré que les cellules du cancer du sein 
induisent l'expression de la MMP-9 par les fibroblastes du stroma par la sécrétion de 
TGFp, de TNF-a ou de EGF et que l'EGF peut potentialiser les effets du TGFP et du 
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TNF-a à ce niveau (Stuelten et al, 2005). Enfin, l'équipe du Dre Dubois a démontré que 
le TGFP induit l'expression de MMP-2 latente chez les cellules LoVo sans moduler 
l'expression de la MTl-MMP impliquée dans la maturation de la MMP-2 (McMahon et 
al, 2003). Toutes les études concordent sur le fait que le TGFP est un inducteur de 
l'expression des métalloprotéases. 
Nos résultats obtenus en zymographie démontrent que le TGFP induit l'expression de la 
MMP-2 active de façon concentration-dépendante sans toutefois moduler l'expression 
de la MMP-2 latente (figure 17). Ceci appuie nos résultats obtenus pour les essais 
d'invasion. Comme le TGFP induit la production de MMP-2 active, il stimule la 
dégradation du collagène et favorise ainsi l'invasion cellulaire. Nos résultats obtenus en 
zymographie avec les transfectants stables exprimant la forme sauvage du TGFP ou sa 
forme mutée au site de clivage par la furine vont dans le même sens. En effet, on 
n'observe pas de différence entre les différents transfectants stables pour la forme latente 
de la MMP-2 (figure 30). Par contre, on remarque une augmentation de la production de 
la MMP-2 active chez les CMV-TGFP par rapport aux cellules contrôles, aux CMV-
A275AHRA278 , , TGF.., et aux CMV-PDX (figure 30). Ces resultats sont coherents avec ceux 
obtenus en PCR quantitatif en temps réel qui démontrent une augmentation de 
l'expression de la MTl-MMP, impliquée dans la maturation de la MMP-2, chez les 
transfectants stables exprimant la forme sauvage du TGFP (figure 23d). Par ailleurs, 
lorsqu'on coexprime le T~R-IT2040 avec le CMV-PDX, on observe une augmentation de 
la production de MMP-2 active comparable à celles des CMV-TGFP (figure 30), 
indiquant que le TGFP est responsable de l'effet de la furine sur la production de la 
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MMP-2 active. Les résultats obtenus avec les transfectants stables sont cohérents avec 
ceux obtenus en stimulant les cellules parentales ; lorsqu'il y a une plus forte 
concentration de TGFP bioactif dans le milieu, la production de MMP-2 est plus 
importante. Par conséquent, on s'attend à ce que les cellules migrent davantage en 
réponse au TGFp. C'est d'ailleurs ce qu'on observe chez les cellules parentales 
stimulées avec des doses croissantes de TGFP exogène (figure 16). Par contre, on 
observe l'inverse chez les transfectants stables (figure 28). Chez ces derniers, on peut 
penser que le TGFP induit l'expression de l'inhibiteur du système du plasminogène, le 
PAI-1, et inhibe l'expression de la vimentine ce qui entraîne la réduction de la capacité 
d'invasion des cellules. Par contre, il est étonnant qu'une stimulation exogène au TGFP 
des cellules HT1080 entraîne une augmentation de l'invasion alors que la surexpression 
du TGFP endogène chez CMV-TGFP entraîne une diminution de l'invasion par des 
mécanismes visiblement différents. 
Il est possible que le Smad7, un inhibiteur majeur de la voie des Smads, dont 
l'expression est induite par le TGFP (Afrakhte et al, 1998 ; Itoh et al, 1998 ; von 
Gersdorff et al, 2000 ; Brodin et al, 2000 ; Hua et al, 2000 ; Uchida et al, 2001) soit 
davantage présent chez les CMV-TGFp que chez les autres transfectants. Pour vérifier 
cette hypothèse, nous avons tenté d'évaluer l'expression de Smad7 chez les transfectants 
stables par RT-PCR et par PCR quantitatif en temps réel. Quatre paires différentes 
d'oligonucléotides choisies dans la littérature ou créées à l'aide du programme Vector 
NTI ont été testées, mais aucune n'a permis d'obtenir des résultats concluants. Nous 
avons aussi tenté de vérifier l'expression protéique de Smad7 par immunobuvardage de 
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type Western, mais l'anticorps utilisé n'était pas suffisamment spécifique pour conclure 
quoi que ce soit. L'utilisation d'un anticorps plus performant permettrait peut-être de 
visualiser la protéine. Par ailleurs, notre incapacité à doser l'expression génique ou 
protéique de Smad7 peut également indiquer que sa présence est peu importante chez 
tous les transfectants dont les CMV-TGFp. Des études complémentaires seraient 
nécessaires pour conclure sur le rôle éventuel de Smad7 dans l'invasion cellulaire. 
Nos résultats permettent de conclure que le TGFP endogène et exogène augmente la 
production de MMP-2 active. De plus, le TGFP est responsable de l'effet de la furine 
sur la production de la MMP-2 active. On sait que chez les cellules tumorales 
surexprimant la furine, l'expression de TGFP bioactif est augmentée (Dubois et al, 
1995). Ce dernier stimule la production de MMP-2, de MTI-MMP et de furine. La 
furine augmente l'activité de la MTI-MMP ainsi produite qui active la proMMP-2. Ceci 
permet l'augmentation de la migration de type mésenchymale des cellules HT1080. 
La production de MMP-2 est souvent associée à la formation d'invadopodes chez les 
cellules tumorales (Weaver, 2006 ; Ayala et al, 2006). Bien qu'il n'y ait pas d'évidences 
dans la littérature de l'implication directe du TGFP ou de la furine dans la formation de 
ces structures d'invasion, le TGFP est impliqué dans l'augmentation de l'expression de 
plusieurs métalloprotéases (Leivonen et al, 2002 ; McMahon et al, 2003 ; Stuelten et al, 
2005), il ne serait donc pas étonnant qu'il joue un rôle dans la formation des 
invadopodes. De plus, le TGFP est impliqué dans la formation des podosomes (Varan et 
al, 2006), des structures analogues aux invadopodes, mais généralement dépourvues 
163 
d'activité protéolytique (Marx et al, 2006). Il est toutefois à noter que les podosomes 
des macrophages, des cellules dendritiques et des ostéoclastes possèdent une activité 
protéolytique similaire aux invadopodes (Yamaguchi et al, 2006 ; Yamaguchi et 
Condeelis, 2006). Nos résultats démontrent une formation d'invadopodes plus 
importante chez les CMV-TGFP qui surexpriment le TGFP de type sauvage et une 
inhibition de la formation de ces structures chez les CMV-TGFp275AHRA278 et les CMV-
PDX (figure 31 ). De plus, la coexpression du récepteur TPR-1 T2040 chez les CMV-PDX 
entraîne un rétablissement partiel de la capacité de formation d'invadopodes par rapport 
aux CMV-TGFP (figure 31 ). Ces résultats suggèrent que la maturation du TGFP par la 
furine entraîne une augmentation de la formation des invadopodes et que le TGFP est du 
moins en partie responsable du rôle de la furine dans ce processus. 
Le dernier facteur que nous avons considéré dans l'étude de l'invasion cellulaire est la 
motilité. Le TGFP est connu pour augmenter la motilité des cellules. L'équipe du Dr 
Arteaga a démontré que lorsqu'on surexprime un récepteur TPR-11 dominant négatif 
chez des cellules de cancer du sein, on inhibe la motilité de celle-ci par un mécanisme 
indépendant de la voie des Smads (Dumont et al, 2003). Le laboratoire du Dr Lee a 
démontré que le TGFP induit la motilité des cellules de carcinome gastrique par 
l'augmentation de l'expression d'intégrines de la famille a2 et a3 par un mécanisme 
impliquant l'activation de la PKCô de façon dépendante de la voie des Smads (Lee et al, 
2005). La motilité ainsi induite chez ces cellules nécessite la formation de foyer 
d'adhésion de l'actine. L'équipe du Dr Turner a démontré la présence de paxillines à 
ces foyers d'adhésion, soit la paxilline a, la paxilline 8 et la paxilline Hic-5 chez les 
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cellules épithéliales (Tumbarello et al, 2005). À la suite d'une stimulation au TGFp, on 
observe une augmentation de l'activité de la paxilline a et une répression de la paxilline 
o, un inhibiteur de la motilité cellulaire et de la paxilline a. Toutes deux sont associées à 
la transition du type épithélial au type mésenchymal (Tumbarello et al, 2005). Les 
paxillines sont en fait impliquées dans la signalisation des intégrines et le TGFP peut 
induire indirectement la motilité cellulaire par la modulation de ce système. 
Nos résultats obtenus dans les essais de motilité cellulaire démontrent que le TGFp 
augmente la motilité des cellules HTI 080 de façon plus ou moins importante en fonction 
des concentrations utilisées (figure 18). Par contre, bien qu'une stimulation plus 
prolongée des cellules avec les mêmes concentrations de TGFP entraîne aussi une 
augmentation de la motilité cellulaire, celle-ci est beaucoup moins importante (figure 
18). Ceci pourrait suggérer que les cellules se désensibilisent partiellement aux effets du 
TGFP exogène à la suite d'une stimulation plus soutenue. Par ailleurs, il est possible 
qu'une stimulation prolongée au TGFP dans un milieu sans sérum induise l'apoptose des 
cellules, ce qui expliquerait la diminution de la motilité. Or nous n'avons pas observé de 
différences dans le taux de mortalité des transfectants stables (résultat non présenté). 
Ceci tend à écarter l'hypothèse de l'apoptose des cellules. Un dernier facteur peut 
contribuer à la diminution de la motilité cellulaire à long terme. Il s'agit de l'induction 
d'un inhibiteur de la motilité, possiblement d'un inhibiteur de la voie de RhoA 
impliquée dans l'invasion amoeboïde. Il pourrait en fait s'agir d'une augmentation de 
l'activité de PKA qui peut phosphoryler RhoA et ainsi l'inactiver (Forget et al, 2002 ; 
Cardone et al, 2005) ou d'une augmentation de l'expression de p190RhoGAP qui active 
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RhoGDI (RhoGDP Dissociation Inhibitor), un inhibiteur de l'activité GTPasique des 
protéines Rho (Forget et al, 2002). 
Nos résultats obtenus dans les essais de motilité par rétrécissement des plaies avec les 
transfectants stables démontrent que la maturation du TGFP par la furine entraîne une 
augmentation de la motilité cellulaire par rapport aux cellules contrôles (figure 32). De 
plus, on observe une motilité réduite chez les CMV-TGFp275HARAZ7s et les CMV-PDX 
par rapport à ces mêmes cellules contrôles. Enfin, la coexpression du récepteur TPR-
1 T2040 chez les CMV-PDX entraîne le rétablissement partiel de la capacité de motilité 
des cellules (figure 328). Nos résultats permettent de conclure que la maturation du 
TGFP par la furine a un rôle promoteur sur la motilité cellulaire. De plus, les résultats 
obtenus avec les CMV-PDX indiquent que le TGFP est en partie responsable des effets 
de la furine sur la motilité cellulaire. 
Certaines évidences suggèrent que les effets du TGFp sur la motilité cellulaire pourrait 
faire intervenir la transition entre la migration de type mésenchymal et la migration de 
type amoeboïde et ce, dépendamment du temps de stimulation et du type cellulaire. 
Chez des cellules leucémiques de rat et des cellules de carcinome humain, une 
stimulation brève au TGFp exogène entraîne la formation de lamellipodes associés à une 
migration de type amoeboïde par un mécanisme dépendant de RhoA et de cdc42, mais 
indépendant de la voie des Smads (Edlund et al, 2002). Chez ces mêmes cellules, une 
stimulation prolongée au TGFP entraîne plutôt la formation de fibres de stress, associées 
à une migration de type mésenchymal, par un mécanisme dépendant de p38 et des 
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Smads (Edlund et al, 2002). Chez les cellules de la microglie, le TGF~ exogène inhibe 
le phénotype amoeboïde activé au profit d'un phénotype mésenchymal inactivé (Milner 
et Campbell, 2003). Chez les macrophages, qui adoptent une migration amoeboïde au 
début de leur transdifférenciation de monocyte à macrophage et ensuite une migration 
mésenchymale une fois totalement différenciés (Friedl, 2004), le TGF~ augmente la 
migration à court terme par une activation de RhoA alors qu'il l'inhibe à long terme par 
l'activation d'inhibiteurs de Rho A, soit la PKA et le pl 90RhoGAP (Kim et al, 2006). 
Chez les cellules endothéliales vasculaires, il induit la formation de rosettes de 
podosomes et de lamellipodes, associés à un phénotype amoeboïde, par l'activation des 
voies de RhoA et PI3K (Varon et al, 2006). Par contre, on retrouve des zones de 
dégradations par les métalloprotéases associées à une migration mésenchymale aux sites 
de formation des podosomes chez ces cellules (Varon et al, 2006). Chez les fibroblastes 
humains, une stimulation exogène au TGFP entraîne une forme allongée de type 
msenchymal des cellules par un mécanisme impliquant l'activation de Limk-2 (Vardouli 
et al, 2005). En fait, le TGFP active RhoA et RhoB possiblement par la voie des Smads 
et les protéines Rho activent ensuite Limk-2 directement ou par l'intervention de ROCK 
(Vardouli et al, 2005). 
Nos résultats obtenus au cours des essais de morphologie sur une matrice de collagène 
de type IV indiquent qu'une surexpression de TGFP de type sauvage entraîne une 
transition vers un phénotype amoeboïde, alors que l'expression de TGF~ muté au site de 
clivage par la furine induit plutôt un phénotype mésenchymal (figure 34). De plus, 
l'inhibition de la maturation des substrats de la furine par l'expression du PDX chez les 
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cellules HT1080 favorise le développement d'un phénotype mésenchymal. Par contre, 
une coexpression du récepteur TPR-1 T2040 avec le PDX entraîne un rétablissement du 
phénotype amoeboïde majoritaire (figure 34). Ces résultats suggèrent que la furine est 
importante dans la réorganisation de l'actine permettant possiblement de former des 
structures de migration telles que les lamellipodes et les filipodes. Cette hypothèse est 
renforcée par nos résultats obtenus dans les essais de motilité. En effet, chez les CMV-
TGFp275AHRA278, on ne retrouve pas de lamellipode après 12 ou 24 heures de migration 
alors que ces structures sont présentent chez les CMV-TGFp. Par ailleurs, le TGFP est 
responsable de l'effet de la furine sur le phénotype cellulaire, soit le développement d'un 
phénotype amoeboïde chez les cellules HT1080. 
Pour complémenter les résultats obtenus avec les essais de morphologie, nous avons 
effectué des essais d'invasion sur une matrice de collagène de type IV en inhibant l'une 
ou l'autre des migrations. Tel que présenté à la figure 35C, les types de migration 
adoptés par les transfectants stables sont cohérents avec leurs phénotypes. La 
surexpression du TGFP de type sauvage favorise une migration de type amoeboïde alors 
que les CMV-TGFp275AHRA278 adoptent majoritairement une migration de type 
mésenchymal de la même façon que les CMV-PDX (figure 35B). La coexpression du 
TPR-1T2040 chez les CMV-PDX entraîne le retour à une migration de type amoeboïde 
(figure 35B). Par ailleurs, une stimulation des cellules contrôles avec du TGFP exogène 
entraîne une augmentation de la migration de type mésenchymal (figure 35A). On peut 
donc penser que l'effet du TGFP sur la migration des cellules épithéliales varie en 
fonction du temps de stimulation tel que démontré chez les macrophages (Kim et al, 
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2006). La maturation du TGFP par la furine entraînerait une migration de type 
mésenchymal à court terme puisqu'elle permet la relâche d'une plus forte concentration 
de TGFP exogène dans l'environnement tumoral. Par contre, par la suite, elle 
favoriserait plutôt une migration de type amoeboïde par la surexpression du TGFP dans 
le milieu et la stimulation continue des cellules par cette cytokine. De plus, le TGFP est 
responsable des effets de la furine sur le type de migration employé par les cellules 
tumorales. 
Ces données nous permettent de suggérer que la maturation du TGFP par la furine a un 
effet promoteur sur le développement tumoral tardif. En effet, la migration amoeboïde 
est plus rapide que la migration mésenchymale (Friedl et Wolf, 2003). On peut aussi 
penser que ce type de migration est important dans la formation de métastases distantes 
dans les ganglions lymphatiques. En effet, ce type de vaisseaux n'offre pas de barrière 
matricielle efficace au passage des cellules tumorales puisque ceux-ci sont dépourvus de 
lame basale et de jonctions serrées entre les cellules endothéliales (Monteil, 2003). De 
plus, il a été démontré que les cellules de cancer du sein entrent dans la circulation 
tumorale de la même façon que les lymphocytes soit par des interactions avec les 
récepteurs de chimiokines CXCR4 et CCR7 (Van Trappen et Pepper, 2002). Ces 
interactions entraînent une polymérisation de l'actine qui mène à la formation de 
pseudopodes associés à la migration de type amoeboïde (Van Trappen et Pepper, 2002). 
D'autre part, une étape clé dans la formation des métastases distantes est le processus 
d'extravasation. La migration amoeboïde pourrait être impliquée dans ce processus. En 
effet, les cellules tumorales s'échappent de la circulation sanguine en passant dans les 
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fenestrations des vaisseaux ou dans des lésions de ceux-ci (Deryugina et Quigley, 2006), 
un phénomène indépendant des métalloprotéases. 
Globalement, les résultats obtenus à l'aide de nos quatre systèmes d'étude de l'invasion 
cellulaire suggèrent que la maturation du TGF~ par la furine augmente la capacité 
d'invasion des cellules. En effet, elle entraîne une augmentation de la production de 
MMP-2 active, une augmentation de la formation d'invadopodes, une augmentation de 
l'adhésion et une augmentation de la motilité. Les résultats obtenus dans les essais 
d'invasion semblent indiquer l'inverse. Ceci peut possiblement être expliqué par les 
conditions expérimentales différentes. En effet, la production de MMP-2 et la formation 
d'invadopodes ont été étudiées sur des matrices de gélatine alors que les essais 
d'invasion ont été réalisés sur une matrice de collagène de type IV. Bien que la MMP-2 
et la MMP-9 puissent dégrader Je collagène, leur principal substrat est la gélatine 
(Mazzieri et al, 1997). Elles seront donc plus efficaces dans la dégradation de la gélatine 
que du collagène de type IV. Le collagène est mieux dégradé par la MMP-1, la MMP-8 
et la MMP-13, les collagénases (Deryugina et Quigley, 2006). On peut donc penser que 
les CMV-TGF~ inhibe la migration de façon dépendante du substrat, soit la migration 
sur une matrice de collagène, alors qu'il l'augmente sur d'autres substrats. Cette 
hypothèse a été vérifiée dans un essai d'invasion préliminaire sur une matrice de 
gélatine. Dans ce système, les CMV-TGF~ ont effectivement une migration accrue par 
rapport aux cellules contrôles (résultats non présentés). En somme, la maturation du 
TGF~ par la furine permettrait aux cellules de mieux adhérer à la matrice extracellulaire 
et ainsi de mieux interagir avec celle-ci. Ensuite, les cellules pourraient produire des 
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invadopodes et de la MMP-2 active pour dégrader la matrice et débuter une invasion 
mésenchymale. Dans les conditions où les inhibiteurs des métalloprotéases commencent 
à être exprimés et/ou que la migration mésenchymale est inhibée, les cellules pourraient 
utiliser une migration de type amoeboïde afin de traverser la matrice. Par conséquent, la 
maturation du TGF~ par la furine pourrait permettre aux cellules d'acquérir une 
plasticité dans le type de migration utilisé afin de s'adapter aux conditions 
environnementales et/ou de compenser pour la perte de certaines abilités de locomotion. 
En fait, nos données indiquent que le TGF~ peut faciliter la migration mésenchymale par 
la production de MMP-2 active et la formation d' invadopodes ou la migration 
amoeboïde par l'augmentation de l'adhésion et de la motilité des cellules. Il est 
toutefois à noter que d'autres substrats de la furine peuvent être nécessaires pour 
augmenter l'adhésion cellulaire (figure 29) et collaborer avec le TGF~ au niveau de la 
formation des invadopodes (figure 318) et de la motilité cellulaire (figure 32C). 
Afin de confirmer ces résultats, nous pourrions mieux caractériser les voies de 
signalisation impliquées dans le processus de migration cellulaire. De plus, il serait 
intéressant de réaliser un essai d'invasion en trois dimensions dans un bloc de Matrigel 
contenant du collagène de type IV et de la gélatine. Ce système permet d'étudier 
plusieurs forces impliquées dans la migration telles que l'astringence du milieu, 
1' encombrement stérique et les interactions entre les cellules et entre les cellules et la 
matrice (Zaman et al, 2006). Ce type de modèle simule donc de façon plus étroite les 
types de contraintes encourus par les cellules dans l'environnement in vivo, ce qui 
permettrait de mieux définir l'impact global du TGF~ et de la furine dans la migration 
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tumorale. De plus, un modèle d'induction de métastases in vivo pourrait être réalisé puis 
comparé à notre modèle de progression tumorale en ce qui a trait à la formation de 
métastases. Le modèle d'induction de métastase permet d'étudier spécifiquement 
l'extravasation qui semble impliquer la migration amoeboïde (Deryugina et Quigley, 
2006) et qui constitue une étape clé dans le processus métastasique, alors que le modèle 
de progression tumorale fait intervenir les deux types de migration à travers les 
processus d'invasion tumorale, d'intravasation et d'extravasation. En comparant les 
deux modèles, on pourrait mieux définir les facteurs impliqués, principalement au 
niveau des types de migration employés, dans la formation des métastases chez nos 
transfectants stables. 
À la suite de l'invasion des cellules tumorales, la dernière étape de la tumorigénèse est la 
formation de métastases et l'angiogénèse. Le TGFP est impliqué dans l'angiogénèse, 
mais son rôle n'est pas clairement défini. Il peut par exemple stimuler l'angiogénèse en 
stabilisant les vaisseaux sanguins ou l'inhiber en augmentant l'expression des TIMPs et 
en inhibant l'expression des activateurs du plasminogène (Distler et al, 2003). Plusieurs 
études documentent les effets contradictoires sur les effets du TGFP dans l'angiogénèse. 
L'équipe du Dr Pouysségur a démontré que le TGFP peut induire la survie des cellules 
endothéliales par la voie de PBK et en collaboration avec l'EGF et le TGFa dont il 
stimule la synthèse (Vifials et Pouysségur, 2001). Par contre, l'équipe du Dr Stockinger 
a démontré que le TGF~ peut induire l'apoptose des cellules endothéliales par un 
mécanisme peu défini mais faisait intervenir un complexe entre CD87 et CD222 (Leksa 
et al, 2005). D'autre part, on sait que le VEGF est un important acteur dans 
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l' angiogénèse. L'équipe du Dr Bernabéu a démontré que le TGF~ peut induire 
l'expression de VEGF par une synergie d'action entre le complexe Smad3 :Smad4 et le 
facteur HIF-la (Sanchez-Elsner et al, 2001). Par contre, l'équipe du Dr Pepper a 
démontré que le TGFP peut inhiber les effets du VEGF à des concentrations de l'ordre 
des ng/ml en diminuant l'expression du VEGFR-2 (Mandriota et al, 1996). 
Les résultats obtenus par PCR quantitatif en temps réel suggèrent que la maturation du 
TGF~ par la furine est nécessaire pour stimuler la production de facteurs angiogéniques 
(figure 23). En effet, on observe une augmentation de l'expression du facteur pro-
angiogénique VEGF, un facteur de croissance des vaisseaux sanguins, chez les CMV-
TGFP (figure 23c). On observe également une augmentation de l'expression de la furine 
chez ce transfectant (figure 23b). La furine est impliquée dans l'activation de la MTI-
MMP (Sato et al, 1996). L'expression de cette dernière est également augmentée chez 
les CMV-TGFP (figure 23d). De plus, la MTI-MMP semble activée chez les CMV-
TGFP tel que démontré par nos résultats obtenus en zymographie qui indiquent une 
augmentation de l'activation de la MMP-2 chez ce transfectant (figure 30). Les 
métalloprotéases sont importantes dans le processus d'angiogénèse puisqu'elles 
contribuent au remodelage de la matrice extracellulaire (Distler et al, 2003). Par 
conséquent, ces résultats suggèrent que la maturation du TGF~ par la furine augmente 
l' angiogénèse en favorisant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins par 
l'expression du VEGF et en permettant le remodelage de la matrice extracellulaire par 
l'action de la MMP-2. Par contre, les résultats obtenus en PCR quantitatif en temps réel 
indiquent également une forte expression de P AI-1, un inhibiteur du système du 
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plasminogène, chez les CMV-TGFp. Ceci suppose une importante diminution de 
l'expression de la plasmine impliquée dans l'angiogénèse au niveau du remodelage de la 
matrice extracellulaire et de la déposition de la fibrine (Vassalli et al, 1991). Par 
conséquent, bien que la majeure partie de nos résultats semblent indiquer une 
augmentation de l'angiogénèse en présence de maturation du TGFP par la furine, des 
études plus poussées seront nécessaires afin de trancher sur son rôle exact dans ce 
processus. Nous pourrions évaluer les effets du TGFP sur les cellules endothéliales à 
l'aide d'une coculture de cellules HT1080 et de cellules endothéliales telles que les 
HUVEC. De plus, il serait important d'effectuer des marquages en immunohistochimie 
pour le CD31, l' ALK-1 et l'endogline sur les coupes des tumeurs obtenues dans notre 
modèle de progression tumorale. Il serait également pertinent de vérifier l'expression et 
la localisation du facteur de transcription HIF-la. Ce facteur est induit dans les 
conditions hypoxiques et peut stimuler l'expression du VEGF pour favoriser la 
formation de nouveaux vaisseaux sanguins (Ryan et al, 1998 ; Frantz et al, 2005). Enfin, 
la présence de métastases pourrait être vérifiée dans les poumons et le foie des souris 
injectées par un marquage en immunohistochimie au Ki-67, un marqueur de la 
prolifération cellulaire. Dans le cas où des métastases seraient présentes, les mêmes 
marquages que ceux effectués chez les tumeurs pourraient y être réalisés. Ceci 
permettrait de vérifier si la maturation du TGFP par la furine a les mêmes effets sur 
l' angiogénèse au début et à la fin du processus tumoral ou si ces effets sont modulés en 
fonction du stade tumoral atteint. 
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5. Conclusion 
L'intérêt principal de ce projet était de mieux caractériser le rôle de la maturation du 
TGFP par la furine dans la tumorigénèse. Pour y parvenir, nous avons utilisé un modèle 
in vitro de cellules de fibrosarcome humain et un modèle in vivo de progression 
tumorale chez des souris nu/nu. À partir de notre modèle cellulaire, nous avons mis au 
point des transfectants stables exprimant les différents transgènes nécessaires à l'étude. 
Nous avons ensuite démontré l'importance de la maturation du TGFP par la furine dans 
plusieurs étapes de la carcinogénèse. 
Nous suggérons que la maturation du TGFP par la furine aurait un effet protecteur sur le 
développement précoce des tumeurs. Dans un premier temps, nous avons démontré par 
incorporation de thymidine que cette maturation, en permettant de conserver des 
concentrations élevées de TGFP dans l'environnement tumoral, inhibe la prolifération 
des cellules tumorales. Nous avons confirmé ces observations avec notre modèle de 
progression tumorale qui illustre clairement que chez les transfectants stables pour la 
forme mutée du TGFP au site de maturation par la furine, les tumeurs croissent plus 
rapidement que chez les cellules contrôles et les CMV-TGFP qui surexpriment la forme 
sauvage du TGFP pouvant être maturée par la furine. 
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Par la suite, nous suggérons que la maturation du TGF~ par la furine a un rôle promoteur 
sur l'invasion cellulaire par cinq techniques, soit les essais d'adhésion, les essais 
d'invasion sur matrice de collagène, les zymographies, la formation d'invadopodes et les 
essais de motilité cellulaire. Nous avons en fait démontré que le TGF~ mature promeut 
la migration de type amoeboïde, dépendante de la voie RhoA, en stimulant l'adhésion, la 
motilité et la formation de lamellipodes chez les cellules HTI 080 et la migration 
mésenchymale en augmentant la production de MMP-2 active et la formation 
d'invadopodes. Or la migration de type mésenchymal est d'une importance capitale 
pour les processus d'intravasation, alors que la migration amoeboïde semble impliqué 
dans l'extravasation. Par conséquent, la présence de TGF~ mature dans l'environnement 
a un effet promoteur sur la suite de la progression tumorale puisqu'il facilite la 
formation des métastases. Des études in vivo seront toutefois nécessaires pour confirmer 
ces résultats. 
Nous n'avons pas pu déterminer avec précision le rôle de la maturation du TGF~ par la 
furine dans le processus de l'angiogénèse. Nous avons étudié par PCR quantitatif en 
temps réel et par zymographie différents facteurs impliqués dans ce processus. Nous 
avons démontré que la présence de TGF~ bioactif pourrait avoir un effet facilitateur sur 
l'angiogénèse en induisant l'expression de la furine et du VEGF, l'activation de la MTI-
MMP et la maturation de la MMP-2. Par ailleurs, nous avons aussi démontré qu'il peut 
réprimer ce processus en induisant 1' expression de P Al-1. Des études in vitro 
complémentaires seront nécessaires pour mieux comprendre le rôle exact de la 
maturation du TGF~ par la furine à ce niveau. De plus, les données obtenues in vitro 
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devront être confirmées in vivo dans un modèle de progression tumorale et dans un 
modèle d'induction de métastases. 
Enfin, les essais de reconstitution de l'activité du TGFp chez les cellules dont la furine 
est inhibée indiquent que le TGFp est grandement responsable des effets de la furine 
dans la tumorigénèse. Il est impliqué autant dans l'invasion que dans la prolifération à 
ce niveau. Toutefois, d'autres substrats de la furine sont probablement nécessaires à la 
formation des invadopodes, à la motilité et à l'adhésion cellulaire. On peut penser que 
tous ces substrats agissent en collaboration pour faciliter la progression tumorale. 
En somme, ce projet permet de mieux comprendre l'importance de l'interaction entre le 
TGFP et la furine dans la tumorigénèse. En comprenant mieux les interactions entre les 
différents acteurs impliqués dans cette physiopathologie, nous serons davantage en 
mesure de développer de nouvelles cibles thérapeutiques. Il serait donc important de 
poursuivre ce type d'études avec d'autres substrats de la furine impliqués dans la 
tumorigénèse tels que le PDGF et les intégrines afin d'obtenir une vue d'ensemble des 
impacts de cette convertase de proprotéines dans la progression tumorale. 
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